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O	   tamarilho,	   Cyphomandra	   betacea	   (Cav.)	   Sendt	   é	   uma	   pequena	   árvore	   da	   família	  
Solanaceae	   que	   produz	   frutos	   comestíveis	   bastante	   nutritivos,	   com	   um	   interesse	   económico	  
crescente.	  
	  Várias	   linhas	  de	  investigação	  têm	  demonstrado	  o	   interesse	  desta	  espécie	  para	  a	  compreensão	  
de	  aspectos	  específicos	  da	  morfogénese	  in	  vitro,	  em	  particular	  da	  indução	  de	  embriogénese	  somática	  
(ES),	  processo	  chave	  para	  a	  clonagem	  de	  plantas,	  o	  que	  abre	  portas	  para	  a	  propagação	  de	  plantas	  em	  
larga	  escala.	  
A	   indução	   de	   ES	   em	   tamarilho	   consiste	   num	   processo	   em	   duas	   fases	   no	   qual	   os	   calos	  
embriogénicos	  (CE)	  e	  os	  calos	  não	  embriogénicos	  (CNE)	  são	  inicialmente	  produzidos	  (fase	  de	  indução)	  
num	  meio	   rico	  em	  auxina	  e,	  após	  a	   sua	   transferência	  para	  um	  meio	  sem	  auxina,	   formam	  embriões	  
(fase	  de	  desenvolvimento).	  	  
Análises	   proteómicas	   comparativas	   de	   extractos	   proteicos	   de	   tamarilho	   permitiram	  
identificar	   uma	   proteína	   (NEP-­‐TC,	   26,5	   kDa)	   presente	   de	   forma	   consistente	   em	   calos	   não	  
embriogénicos,	  com	  um	  possível	  papel	  inibidor	  da	  embriogénese	  somática.	  
Esta	  proteína	  foi	  associada	  à	  família	  SpoU	  de	  metiltransferases	  (MTase)	  de	  RNA	  dependentes	  
de	   SAM,	   por	   elevada	   homologia	   da	   sua	   sequência	   com	   proteínas	   dessa	   família	   identificadas	   em	  
Arabidopsis	   thaliana.	   Esta	   família	   de	   MTases	   está	   anotada	   como	   envolvida	   na	   metilação	   de	   RNA,	  
especificamente	  tRNA	  e	  rRNA,	  sendo	  esta	  reacção	  essencial	  na	  sua	  estabilização.	  
Neste	   trabalho,	   procurou-­‐se	   analisar	   o	   envolvimento	   da	   NEP-­‐TC	   no	   processo	   de	  
embriogénese	   somática,	   partindo-­‐se	   da	   optimização	   dos	   protocolos	   de	   extracção,	   separação	   e	  
caracterização	  de	  perfis	  proteicos	  de	  CNE	  e	  CE	  de	  tamarilho.	  Verificou-­‐se	  que	  a	  obtenção	  de	  um	  perfil	  
característico	   deste	   material,	   num	   extracto	   adequado	   aos	   ensaios	   de	   actividade	   realizados,	   foi	  
conseguido	  com	  a	  utilização	  do	  tampão	  de	  extracção	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,4	  com	  100mM	  de	  NaCl	  associado	  à	  
maceração	  in	  vivo	  do	  material.	  
A	  caracterização	  funcional	  da	  NEP-­‐TC	  como	  uma	  MTase	  de	  RNA	  dependente	  de	  SAM	  nunca	  
foi	   até	   agora	   demonstrada	   experimentalmente.	   Procurou-­‐se,	   aclarar	   essa	   hipótese	   através	   de	   duas	  
linhas	  de	  investigação:	  
(1). Realização	   de	   ensaios	   de	   actividade	   enzimática	   de	   forma	   a	   avaliar	   a	   acção	   de	  
metiltransferases	  em	  extratos	  proteicos	  totais	  de	  CE	  e	  CNE,	  com	  a	  presença	  da	  NEP-­‐TC.	  
(2). Estudos	  imunocitoquímicos	  que	  permitissem	  a	  localização	  histológica	  da	  NEP-­‐TC.	  
	  Os	  resultados	  mostraram	  que	  em	  extractos	  proteicos	  totais	  obtidos	  de	  CNE	  de	  tamarilho,	  a	  
actividade	  específica	  de	  MTase	  é	  superior	  comparativamente	  a	  extractos	  obtidos	  de	  CE	  de	  tamarilho	  
e	  de	  CNE	  de	  Arabidopsis	  wild	  type	  e	  knockout	  para	  o	  gene	  da	  proteína	  homóloga	  da	  NEP-­‐TC.	  
Conseguiu-­‐se	  ainda,	  através	  da	  utilização	  de	  um	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC,	  localizar	  a	  
proteína	   em	   células	   de	   CNE	   de	   tamarilho,	   em	   particular	   na	   região	   citosólica	   em	   torno	   do	   núcleo,	  
enquanto	   que	   em	   CE	   essa	   detecção	   não	   se	   verificou.	   Os	   dados	   obtidos	   enquadram-­‐se	   na	  
caracterização	  proteómica	  anteriormente	   feita	  para	  perfis	  proteicos	  de	  extractos	  destes	  materiais	  e	  
na	  actividade	  de	  MTase	  desta	  enzima.	  
	   4	  
Estes	   resultados	   juntamente	   com	   outros	   previamente	   obtidos,	   contribuem	   com	   mais	  
informação	  para	  o	  estabelecimento	  da	  relação	  entre	  a	  NEP-­‐TC	  e	  as	  enzimas	  MTases	  SpoU	  bem	  como	  
para	  a	  definição	  da	  NEP-­‐TC	  como	  uma	  proteína	  chave	  no	  controlo	  processo	  de	  indução	  de	  ES.	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The	   tamarillo,	  Cyphomandra	  betacea	   (Cav.)	  Sendt,	   is	  a	   small	   solanaceous	   tree	  with	  a	   rising	  
economic	  interest	  due	  to	  the	  edible	  fruits	  it	  produces.	  	  
Several	  lines	  of	  research	  have	  demonstrated	  the	  usefulness	  of	  this	  species	  for	  understanding	  
specific	  aspects	  of	  in	  vitro	  morphogenesis,	  in	  particular	  the	  induction	  of	  somatic	  embryogenesis	  (SE),	  
a	  key	  process	  for	  plant	  cloning	  and	  large	  scale	  plant	  propagation.	  	  
The	   induction	  of	   SE	   in	   tamarillo	   is	  of	  a	   two-­‐step	  process	   in	  which	  both	  embryogenic	   callus	  
(EC)	   and	   non-­‐embryogenic	   callus	   (NEC)	   are	   initially	   produced	   in	   the	   same	   explant	   on	   an	   auxin-­‐rich	  
medium	   (induction	   stage)	   and	   later	   transferred	   to	   an	   auxin	   free	   medium	   in	   which	   embryo	  
development	  (developmental	  stage)	  occurs.	  	  
Comparative	  proteomic	  analyses	  of	  tamarillo	  extracts	  have	  identified	  a	  protein	  (NEP-­‐TC,	  26.5	  
kDa)	   consistently	   present	   in	   non-­‐embryogenic	   callus,	   with	   a	   putative	   inhibitory	   role	   on	   somatic	  
embryogenesis.	  	  
This	  protein	  has	  been	  associated	  with	  SpoU	  SAM-­‐dependent	  RNA	  MTase	  family,	  by	  sequence	  
similarity	   with	   SpoU	   proteins	   identified	   in	   Arabidopsis	   thaliana.	   This	   SAM	   dependent	   RNA	   MTase	  
family	  specifically	  methylates	  tRNA	  and	  rRNA,	  promoting	  their	  stabilization.	  
In	  this	  study,	  attempts	  to	  elucidate	  the	  role	  of	  NEP-­‐TC	  on	  tamarillo	  somatic	  embryogenesis	  
were	   carried	   out.,	   For	   this	   purpose	   protocols	   for	   extraction,	   separation	   and	   characterization	   of	  
protein	  profiles	  and	  extracts	  suited	  for	  the	  enzymatic	  activity	  assays	  with	  tamarillo’s	  NEC	  and	  EC	  were	  
built	  up.	  It	  was	  found	  that	  an	  extraction	  Tris-­‐HCl	  buffer,	  pH	  8.4,	  with	  100	  mM	  NaCl	  associated	  with	  in	  
vivo	  maceration	  of	  the	  material	  gave	  the	  best	  results.	  
The	  association	  of	  NEP-­‐TC	  with	  SAM	  dependent	  RNA	  MTases	  has	  never	  been	  experimentally	  
demonstrated	  so	  far.	  Two	  lines	  of	  investigation	  were	  pursued	  to	  clarify	  this	  hypothesis:	  	  
(1). Activity	  tests	  to	  evaluate	  the	  methyltransferase	  activity	  of	  EC	  and	  NEC	  protein	  extracts,	  with	  
NEP-­‐TC.	  	  
(2). Immunocytochemical	  studies	  for	  the	  localization	  of	  NEP-­‐TC.	  
The	  results	  showed	  that,	  in	  total	  protein	  extracts	  obtained	  from	  tamarillo’s	  NEC,	  the	  specific	  
activity	  was	  higher	   than	   in	  protein	  extracts	  obtained	   from	   tamarillo’s	   EC	   and	  Arabidopsis	  wild	   type	  
and	  knockout	  for	  NEP-­‐TC	  SpoU	  homologous	  gene	  NEC.	  	  
Immunolocalization	   assays	   performed	  with	   an	   antibody	   against	   NEP-­‐TC	   indicated	   that	   this	  
protein	   is	   present	   in	   tamarillo’s	   NEC	   cells,	   particularly	   in	   the	   cytosolic	   region	   around	   the	   nucleus,	  
whereas	   this	   detection	   was	   not	   found	   in	   EC.	   These	   data	   support	   the	   results	   obtained	   through	  
proteomic	  characterization	  of	  protein	  profiles	  of	  these	  calli	  and	  NEP-­‐TC	  METase	  activity.	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These	   results,	   together	   with	   other	   data	   previously	   obtained	   in	   this	   embryogenic	   system,	  
seem	  not	  only	   to	   indicate	   that	   a	   close	   relationship	  between	  NEP-­‐TC	  and	   SpoU	  enzymes	  occurs	  but	  
also	  that	  NEP-­‐TC	  is	  a	  key	  protein	  controlling	  somatic	  embryogenesis.	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3.1 Embriogénese	  somática	  
 
No	   decorrer	   das	   últimas	   décadas,	   um	   grande	   número	   de	   metodologias	   tem	   vindo	   a	   ser	  
desenvolvido,	  oferecendo	  vantagens	  significativas	  em	  termos	  do	  avanço	  do	  conhecimento	  na	  área	  da	  
biologia	   vegetal,	   e	   cuja	  exploração	   contribui	  para	  o	  melhoramento	  das	  plantas.	   Estas	  metodologias	  
incluem-­‐se	  na	  área	  da	  Biotecnologia,	  uma	  combinação	  de	  ciência	  básica	  e	   tecnologia,	   resultante	  da	  
integração	   das	   ciências	   da	   vida	   e	   da	   engenharia,	   e	   que	   tem	   como	  objectivo	   o	   desenvolvimento	   de	  
novos	   produtos,	   com	   base	   nas	   potencialidades	   dos	   organismos,	   suas	   células	   ou	  mesmo	   organitos,	  
para	  fins	  práticos	  ou	  industriais[1].	  Assim,	  considerando	  particularmente	  a	  Biotecnologia	  Vegetal,	  esta	  
refere-­‐se	  à	  manipulação	  de	  plantas	  para	  a	  obtenção	  de	  novas	  características	  ou	  à	  sua	  utilização	  para	  a	  
obtenção	   de	   determinados	   produtos	   ou	   realização	   de	   determinadas	   funções[2].	   Inclui	   tecnologias	  
emergentes,	   resultantes	   de	   avanços	   da	   Genética	   e	   da	   Biologia	   Molecular,	   e	   está	   directamente	  
relacionada	  com	  áreas	  de	  investigação,	  cujos	  objectivos	  passam	  por	  elucidar	  os	  aspectos	  moleculares	  
do	  desenvolvimento	  e	  da	  morfogénese[3].	  
	  Na	   vasta	   área	   da	   Biotecnologia	   Vegetal	   inclui-­‐se	   a	   cultura	   in	   vitro,	   que	   diz	   respeito	   ao	  
estabelecimento	   e	   manutenção,	   em	   condições	   laboratoriais,	   de	   células,	   tecidos,	   órgãos	   vegetais,	  
plantas	   ou	   massas	   de	   células,	   vulgarmente	   designadas	   por	   calos	   (callus)[1,4].	   Estas	   culturas	   são	  
mantidas	  em	  condições	  assépticas	  e	  controladas	  no	  que	  respeita	  à	  luz,	  temperatura,	  pH,	  humidade	  e	  
composição	  do	  meio	  de	  cultura,	  de	  forma	  a	  evitar	  contaminações	  por	  microrganismos,	  podendo	  ser	  
utilizadas	   com	   diversas	   finalidades.	   Dos	   principais	   objectivos	   desta	   técnica	   destacam-­‐se:	   i)	   a	  
micropropagação	  de	  plantas,	  ii)	  a	  produção	  de	  metabolitos	  secundários,	  iii)	  a	  transformação	  genética,	  
iv)	  a	  fusão	  de	  protoplastos	  e	  v)	  a	  obtenção	  de	  plantas	  haplóides[2].	  	  
A	  micropropagação	  de	  plantas	  não	  é	  mais	  que	  um	  processo	  de	  clonagem,	  uma	  vez	  que	  se	  
procede	   à	   multiplicação	   de	   indivíduos	   geneticamente	   iguais	   ao	   que	   lhes	   deu	   origem.	   Este	  
procedimento	  é	  possível	  devido	  à	  capacidade	  das	  plantas	  de	  regenerar	  rebentos	  ou	  embriões	  e	  novas	  
plantas	  a	  partir	  de	  tecidos	  somáticos.	  Na	  cultura	  in	  vitro,	  a	  regeneração	  de	  plantas,	  para	  objectivos	  de	  
micropropagação,	   pode	   ocorrer	   por	   três	   processos[1]:	   i)	   proliferação	   de	   meristemas	   axilares,	   ii)	  
neoformação	   de	   gemas	   (organogénese)	   e	   iii)	   produção	   de	   embriões	   somáticos	   (embriogénese	  
somática).	  	  
A	   vantagem	   oferecida	   pelos	   métodos	   de	   propagação	   in	   vitro,	   relativamente	   aos	   métodos	  
convencionais,	  reside	  na	  produção	  de	  um	  grande	  número	  de	  plantas,	  a	  partir	  de	  um	  único	  indivíduo,	  
num	  período	  de	   tempo	  relativamente	  curto.	  Comparativamente	  às	  plantas	  obtidas	  por	  semente,	  as	  
plantas	  micropropagadas	  apresentam,	  em	  regra,	  maior	  vigor,	  qualidade	  mais	  uniforme	  e	  crescimento	  
e	  maturação	  mais	  rápidos[2].	  Para	  além	  disso,	  a	  qualidade	  fitossanitária	  destas	  plantas	  é	  superior	  à	  das	  
obtidas	   por	   outros	   métodos[4].	   Estas	   técnicas	   são	   de	   grande	   utilidade	   na	   clonagem	   de	   genótipos	  
seleccionados	   e	   permitem	   a	   produção,	   em	   grande	   escala,	   de	   uma	   forma	   mais	   rápida	   do	   que	   a	  
resultante	  de	  reprodução	  sexuada	  ou	  da	  aplicação	  de	  técnicas	  convencionais	  de	  propagação[4].	  	  
No	   entanto,	   embora	   a	   micropropagação	   apareça	   como	   uma	   tecnologia	   importante	   na	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multiplicação	  de	  plantas	  lenhosas,	  apresenta	  algumas	  limitações,	  tais	  como	  o	  facto	  de	  ser,	  em	  certos	  
casos,	   um	   processo	   muito	   moroso,	   que	   requer	   um	   forte	   investimento	   laboratorial,	   tornando	   o	  
produto	   final	   mais	   caro	   que	   as	   plantas	   produzidas	   por	   métodos	   convencionais	   de	   propagação.	  
Algumas	  estratégias	  podem,	  contudo,	   ser	  adoptadas,	  nomeadamente	  a	   sua	  aplicação	  a	  espécies	  de	  
valor	  acrescentado,	  a	  robotização	  do	  processo	  ou	  o	  desenvolvimento	  e	  optimização	  de	  sistemas	  mais	  
eficientes	  e,	  consequentemente,	  mais	  económicos[3].	  	  
O	   aperfeiçoamento	   destas	   novas	   tecnologias,	   nomeadamente	   com	   recurso	   a	   sistemas-­‐
modelo,	   e	   a	   sua	   aplicação	   ao	   desenvolvimento	   de	   sistemas	   optimizados	   de	   propagação	   vegetal	  
apresenta-­‐se	  como	  uma	  área	  com	  inúmeras	  potencialidades	  e	  possibilidades	  de	  exploração	  científica	  
e	  socioeconómica.	  	  
A	  embriogénese	  somática	  pode	  considerar-­‐se	  um	  tipo	  particular	  de	  micropropagação	  a	  partir	  
de	   células,	   ou	   estruturas	   somáticas,	   tais	   como	   embriões	   imaturos	   ou	   maturos	   ou	   os	   seus	   órgãos,	  
explantes	  de	  diferentes	  órgãos	  da	  planta,	  protoplastos	  e	  células	  em	  suspensão.	  Estes	  explantes,	  em	  
condições	  de	  cultura	  apropriadas,	  originam	  embriões	  somáticos,	  que	  passam	  pelas	  mesmas	  fases	  de	  
desenvolvimento	  dos	  zigóticos[5,6].	  A	  capacidade	  de	  produzir,	  a	  partir	  de	  células	  em	  cultura,	  embriões	  
morfológica	   e	   fisiologicamente	   normais,	   através	   do	   processo	   de	   embriogénese	   somática,	   é	   uma	  
capacidade	  única	  dos	  organismos	  do	  Reino	  Vegetal[7],	  baseada	  na	  totipotência	  das	  suas	  células[8].	  
O	   estudo	   do	   desenvolvimento	   embrionário	   num	   grande	   número	   de	   gimnospérmicas	   e	  
angiospérmicas	   impulsionou	  os	  estudos	  de	  embriologia	  experimental,	  no	  âmbito	  da	  qual	  se	  procura	  
determinar	  quais	  os	  factores	  físicos,	  fisiológicos,	  bioquímicos	  e	  genéticos	  envolvidos	  no	  controlo	  dos	  
processos	   embriogénicos.	   Para	   a	   concretização	   destes	   estudos,	   a	   cultura	   de	   tecidos	   in	   vitro	   e	   a	  
embriogénese	  somática	  em	  particular	  têm	  dado	  uma	  contribuição	  valiosa.	  	  
	  
3.2 O	  tamarilho	  -­‐	  Cyphomandra	  betacea	  
 
O	   tamarilho	   surge	   como	   um	   importante	   sistema	   de	   referência	   para	   a	   optimização	   de	  
protocolos	  de	  cultura	  in	  vitro	  e	  estudos	  de	  biologia	  do	  desenvolvimento	  de	  lenhosas[9].	  
Cyphomandra	  betacea	  (Cav.)	  Sendt.	  (sin.	  Solanum	  betaceum),	  é	  uma	  solanácea,	  vulgarmente	  
conhecida	  como	  tamarilho,	  “tamarillo”,	  “tree	  tomato”	  ou	  “tomate	  de	  la	  paz”.	  A	  designação	  tamarilho	  
surgiu	  em	  1967,	  na	  Nova	  Zelândia,	  depois	  de	  um	  rápido	  aumento	  da	  produção	  e	  consumo	  deste	  fruto,	  
que	   levou	   à	   necessidade	   da	   existência	   de	   um	   nome	   comercialmente	   apelativo	   que	   não	   fosse	  
confundido	  com	  o	  vulgar	  tomate	  (Lycoperson	  esculentum,	  agora	  Solanun	  lycopersicum)	  também	  uma	  
solanácea[10].	  	  
	  Trata-­‐se	   de	   um	   arbusto	   subtropical	   ou	   de	   uma	   pequena	   árvore	   (Fig.	   1A),	   de	   rápido	  
crescimento,	  que	  pode	  atingir	  até	  5m	  de	  altura[11].	  As	   flores	  aparecem	  desde	  meados	  da	  Primavera	  
até	  ao	  Verão,	  são	  rosa-­‐esbranquiçadas[12,13]	  (Fig.	  1B)	  e	  surgem	  normalmente	  em	  grupos[14].	  
	  



















Figura	   1.	  Cyphomandra	  betacea.	   (A)	  –	  Árvore	  de	   tamarilho	   com	  cerca	  de	  13	  anos	  sita	  no	   Jardim	  Botânico	  da	  
Universidade	  de	  Coimbra.	  (B)	  –	  Flores	  e	  frutos	  em	  diferentes	  estados	  de	  desenvolvimento.	  (C)	  –	  Frutos	  maduros.	  
	  
A	   polinização	   é	   principalmente	   autogâmica,	   o	   que	   pode	   explicar	   a	   baixa	   variabilidade	  
observada	  em	  populações	  naturais	  desta	  espécie[15].	  Os	   frutos	   são	  ovados,	   lisos,	  pendentes	  por	  um	  
longo	  pedúnculo,	  com	  5-­‐7	  cm	  de	  comprimento	  (Fig.	  1B	  e	  1C)	  e	  podem	  ser	  vermelhos	  (Fig.	  1C),	  laranja	  
ou	  amarelos,	  dependendo	  do	  cultivar.	  No	  entanto,	  são	  os	  frutos	  vermelhos	  os	  mais	  apreciados	  pelo	  
seu	   sabor	   e	   aroma	  mais	   intensos[14].	   O	   epicarpo	   é	   um	   pouco	   rígido	   e	   de	   sabor	   desagradável,	   já	   o	  
mesocarpo	  é	  ligeiramente	  compacto,	  suculento	  e	  suave.	  A	  polpa	  é	  macia,	  sumarenta	  e	  ligeiramente	  
ácida,	  podendo	  o	  grau	  de	  acidez	  variar	  consoante	  os	  diferentes	  cultivares[10].	  As	  sementes	  são	  planas	  
e	  arredondadas	  e	  podem	  ser	  ingeridas	  juntamente	  com	  o	  endocarpo[13].	  	  
Esta	   espécie	   é	   nativa	   da	   região	   dos	   Andes,	   na	   América	   do	   Sul,	   Perú,	   Chile,	   Bolívia	   e	  
Argentina[11,12,14],	   onde	   cresce	   entre	   os	   1100	   a	   2300	  m	   de	   altitude.	   Começou	   a	   ser	   domesticada	   e	  
cultivada	  ainda	  antes	  da	  descoberta	  da	  América	  e,	  pouco	  tempo	  depois,	  o	  seu	  cultivo	  começou	  a	  ser	  
alargado	  para	  outras	  áreas	  subtropicais,	  como	  a	  Índia	  e	  o	  Sudeste	  Asiático	  e,	  presume-­‐se,	  que	  tenha	  
sido	   introduzido	   nos	   Açores	   e	   Madeira	   no	   século	   XIX[11,16].	   No	   entanto,	   só	   recentemente	   se	   tem	  
generalizado	  o	  interesse	  por	  esta	  espécie,	  nomeadamente	  pela	  procura	  dos	  seus	  frutos.	  	  
Hoje	   em	   dia,	   para	   além	   dos	   locais	   onde	   a	   espécie	   é	   espontânea,	   o	   tamarilho	   é	  
maioritariamente	  cultivado	  na	  Austrália	  Brasil,	  Colômbia,	  Equador,	  E.U.A.	  (Califórnia),	  Índia,	  Indonésia,	  
Quénia,	  e	  Venezuela.	  Nos	  últimos	  anos,	  o	  principal	  produtor	  e	  exportador	  dos	  frutos	  do	  tamarilho	  foi	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a	  Nova	  Zelândia,	  tendo	  como	  base	  um	  programa	  de	  melhoramento	  e	  selecção,	  desenvolvido	  desde	  os	  
anos	  50	  do	  século	  XX[15].	  	  
O	   tamarilho	   é	   normalmente	   cultivado	   devido	   ao	   interesse	   nos	   seus	   frutos,	   que	   quando	  
maduros	  podem	  ter	  vários	  usos	  alimentares,	  desde	  saladas	  a	  produtos	  processados,	  como	  sumos	  ou	  
compotas.	   Em	   Portugal,	   o	   tamarilho	   é	   cultivado	   principalmente	   nas	   ilhas	   atlânticas,	   mas	   tem	   já	  
despertado	  o	  interesse	  de	  alguns	  agricultores	  do	  continente[15].	  Em	  termos	  de	  valores	  nutricionais,	  os	  
frutos	  do	  tamarilho	  têm	  um	  teor	  relativamente	  elevado	  de	  proteínas	  (1,5-­‐2	  g	  /	  100	  g),	  vitamina	  C	  (20-­‐
45	  mg	  /	  100	  g),	  vitamina	  E	  (1,86	  mg	  /	  100	  g),	  provitamina	  A	  e	  também	  alguns	  minerais	  como	  ferro	  e	  
potássio.	  Para	  além	  disto,	  o	  teor	  em	  hidratos	  de	  carbono	  é	  reduzido	  (7,7	  g	  /	  100	  g),	  assim	  como	  o	  seu	  
valor	  calórico	   (cerca	  de	  28	  cal	  /	  100	  g)[10].	  Recentemente,	  vários	  estudos	  têm	  sido	  realizados	  para	  a	  
avaliação	  do	   teor	  e	   tipo	  de	  antocianinas	  e	   carotenóides	  presentes	  nos	   frutos	  do	   tamarilho[17,18].	  Os	  
resultados	   têm	   mostrado	   que	   alguns	   destes	   componentes	   podem	   ter	   propriedades	   antioxidantes,	  
terapêuticas	  e	  preventivas	  importantes,	  tornando	  os	  frutos	  uma	  fonte	  de	  alimento	  que	  merece	  uma	  
melhor	  exploração.	  	  
Trata-­‐se	  de	  uma	  espécie	   adaptável	   e	   de	   fácil	   cultivo,	   com	  um	  ciclo	   de	   reprodução	   curto	   e	  
com	  um	  tempo	  médio	  de	  vida	  de	  8	  anos.	  A	  frutificação	  inicia-­‐se,	  normalmente,	  2	  anos	  após	  o	  cultivo	  e	  
o	  clímax	  de	  produção	  é	  atingido	  em	  5	  anos,	  começando	  a	  haver	  um	  declínio	  da	  produção	  de	  frutos	  
após	  6	  anos	  de	  cultivo.	  A	  baixa	  tolerância	  à	  geada	  e	  a	  sensibilidade	  a	  temperaturas	  constantemente	  
elevadas,	  a	  secas	  prolongadas	  e	  a	  solos	  inundados	  são	  outras	  limitações	  ao	  cultivo	  do	  tamarilho[19].	  	  
Esta	   espécie	   encontra-­‐se	   incluída	   no	   que	   se	   convencionou	   chamar	   de	   NUC’s	   (Negleted	   or	  
Underutilized	  Crops),	  o	  que	  significa	  que	  se	  trata	  de	  uma	  espécie	  com	  potencial	  para	  ser	  utilizada	  na	  
agricultura	   mas	   que,	   por	   alguma	   razão,	   não	   tem	   sido	   devidamente	   explorada	   (Biodiversity	   Unit,	  
http://www.bioversityinternational.org/).	   Se	   por	   um	   lado,	   se	   notam	   baixos	   níveis	   de	   produção	   e	  
consumo	   de	   tamarilho,	   por	   outro,	   os	   seus	   frutos	   têm-­‐se	   mostrado	   bastante	   rentáveis,	   atingindo	  
elevados	  preços	  no	  mercado	  (20-­‐35	  €/Kg).	  Como	  consequência,	  torna-­‐se	  importante	  aumentar	  a	  sua	  
produção,	  quer	  em	  termos	  quantitativos,	  quer	  qualitativos.	  
	  
3.3 Embriogénese	  somática	  no	  tamarilho	  
 
A	  propagação	  do	  tamarilho	  pode	  ser	  feita	  através	  de	  sementes	  ou	  estacas[20].	  Ainda	  que	  as	  
sementes	  germinem	  facilmente,	  não	  asseguram	  uniformidade	  genética	  e	  não	  têm	  utilidade	  quando	  o	  
objectivo	  é	  a	  propagação	  de	  genótipos	   seleccionados.	  Neste	   caso,	   têm	  que	   ser	  usados	  métodos	  de	  
propagação	   assexual.	   A	   baixa	   taxa	   de	   polinização	   cruzada	   e	   a	   elevada	   incidência	   de	   fenómenos	   de	  
incompatibilidade	   dentro	   desta	   espécie,	   associados	   aos	   problemas	   fitossanitários[21],	   têm	   tornado	  
inadequado	  o	  uso	  das	  técnicas	  tradicionais	  para	  o	  melhoramento	  dos	  cultivares	  de	  tamarilho.	  Assim,	  
métodos	   biotecnológicos,	   como	   a	   clonagem	   in	   vitro	   e	   a	   transformação	   genética,	   surgem	   como	  
ferramentas	  úteis	  para	  o	  melhoramento	  de	  plantas	  como	  o	  tamarilho[22]	  .	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Foram	  já	  publicados	  vários	  ensaios	  que	  descrevem	  a	  micropropagação	  do	  tamarilho	  através	  
da	   proliferação	   de	   meristemas	   axilares[22,23,24]	   de	   organogénese[15,25]	   e	   de	   embriogénese	  
somática[11,13,14,15,16,19,26].	  No	  entanto,	  o	  primeiro	  método	  a	   ser	   aplicado	  para	  a	  micropropagação	  do	  
tamarilho	   foi	  a	  proliferação	  de	  meristemas	  axilares[23].	  Ulteriormente,	   foi	   conseguida	  a	   regeneração	  
da	  planta	  por	  organogénese	  em	  explantes	  foliares[24]	  e	  através	  de	  protoplastos.	  Mais	  recentemente,	  a	  
micropropagação	   de	   plantas	   de	   tamarilho	   através	   da	   formação	   de	   gemas	   adventícias	   na	   página	  
abaxial	  de	  explantes	  foliares	  e	  a	  sua	  multiplicação	  também	  foi	  conseguida[25]	  e,	  em	  1998,	  Barghchi[22]	  
induziu	  calo	  a	  partir	  de	  pólen	  num	  meio	  suplementado	  com	  benziladenina	  (BA),	  não	  conseguindo,	  no	  
entanto,	  obter	  plantas	  haplóides.	  	  	  
No	   final	   dos	   anos	   80	   do	   século	   passado,	   Guimarães	   et	   al.	   (1988)[16]	   descreveram,	   pela	  
primeira	  vez,	  a	  indução	  de	  embriogénese	  somática	  (ES)	  através	  da	  cultura	  de	  hipocótilos	  e	  embriões	  
zigóticos	  maduros.	   Em	   estudos	   subsequentes,	   foi	   referida	   a	   obtenção	   de	   plantas	   de	   tamarilho	   por	  
organogénese,	  e	  por	  ES	  a	  partir	  de	  diferentes	  explantes	   (hipocótilos,	  cotilédones,	   raízes	  e	  embriões	  
zigóticos	  maduros)	  e	  a	  partir	  de	  protoplastos[15].	  Nesta	   linha	  de	  trabalhos	   foram	  iniciadas	  culturas	  a	  
partir	   de	   embriões	   zigóticos	   e	   de	   diferentes	   órgãos	   de	   plântulas	   com	   3	   semanas	   mantidas	  
assepticamente,	  de	  discos	  de	  folhas	  e	  de	  segmentos	  de	  pecíolo.	  Foi	  também	  observada	  a	   indução	  e	  
regeneração	  de	   rebentos	  a	  partir	  de	  hipocótilos,	   cotilédones	  e	   raízes	  em	  meio	  MS[27]	   contendo	  BA,	  
tendo	  o	  enraizamento	  sido	  conseguido	  com	  tratamentos	  com	  ácido	  3-­‐indol	  butírico	  (IBA).	  Da	  análise	  
do	  número	  de	  cromossomas	  em	  células	  dos	  vértices	  vegetativos	  da	  raiz	  de	  plantas	  regeneradas,	  quer	  
por	   organogénese	   quer	   por	   ES,	   verificou-­‐se	   que	   este	   corresponde	   ao	   conjunto	   normal	   diplóide	  
(2n=24).	   Contudo,	   foram	   encontradas	   algumas	   anomalias	   quanto	   ao	   número	   de	   cromossomas	   em	  
plantas	  provenientes	  de	  culturas	  de	  calo	  embriogénico	  (CE)	  com	  mais	  de	  2	  anos	  [11].	  	  
Em	  condições	  naturais,	  o	  embrião	  resulta	  do	  processo	  de	  reprodução	  sexuada,	  no	  qual	  dois	  
gâmetas	  se	  fundem	  formando	  uma	  nova	  entidade	  –	  o	  zigoto,	  que	  através	  de	  sucessivas	  divisões	  e	  da	  
subsequente	   especialização	   celular	   vai	   originar	   o	   embrião.	   Em	   condições	   experimentais,	   também	  
podem	   ser	   produzidos	   embriões	   com	   origem	   em	   células	   do	   corpo	   (soma).	   Estes,	   vulgarmente	  
designados	   “somáticos”	   são,	   como	   os	   zigóticos,	   estruturas	   bipolares	   com	   um	   pólo	   radicular	   e	   um	  
caulinar,	  possuem	  o	  mesmo	  genótipo	  da	  planta	  mãe	  e	  são,	  na	  maioria	  dos	  casos,	  morfologicamente	  
semelhantes	  aos	  embriões	  zigóticos	  produzidos	  pela	  mesma	  espécie[2].	  	  
Desde	  1988,	  têm	  sido	  estudados	  diferentes	  aspectos	  relacionados	  com	  a	  indução	  de	  ES	  e	  o	  
desenvolvimento	  de	  embriões	  somáticos	  de	  tamarilho[9,11,12,14,15,16,19],	  procurando	  um	  modelo	  para	  a	  
compreensão	  dos	  mecanismos	  moleculares	  e	  citológicos	  envolvidos	  na	  formação	  e	  desenvolvimento	  
de	  embriões	  somáticos[26],	  sendo	  este	  um	  processo	  morfogénico	  com	  aplicações	  importantes	  não	  só	  
para	  a	   clonagem	  de	  plantas	  e	  a	   transformação	  genética,	  mas	   também	  para	   compreender	  melhor	  a	  
formação	  e	  desenvolvimento	  do	  embrião[13].	  	  
São	   vários	   os	   explantes	   de	   tamarilho	   que	   têm	   potencial	   para	   a	   iniciação	   de	   culturas	  
embriogénicas,	   incluindo	   embriões	   zigóticos,	   folhas	   jovens,	   cotilédones	   e	   hipocótilos	   (Fig.	   2).	   Um	  
aspecto	  frequentemente	  referido	  na	  literatura	  diz	  respeito	  à	  recalcitrância	  de	  material	  adulto	  para	  a	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indução	   de	   ES	   em	   algumas	   espécies,	   principalmente	   de	   árvores[28],	   limitando	   assim	   a	   clonagem	   de	  
plantas	   seleccionadas.	   Uma	   forma	   alternativa	   de	   clonar	   tamarilho	   adulto	   por	   ES	   passa	   pelo	  
estabelecimento	  prévio	  in	  vitro	  de	  plantas,	  através	  da	  proliferação	  de	  meristemas	  axilares,	  seguido	  da	  
indução	  de	  embriogénese	  em	  segmentos	  foliares	  provenientes	  das	  plantas	  estabelecidas[13].	  
A	   indução	   de	   ES	   em	   tamarilho	   é	   alcançada	   com	   um	   meio	   de	   cultura	   rico	   em	   auxinas	  
suplementado	  com	  elevados	  níveis	  de	  sacarose	   (9%),	  o	  que	  aumenta	  significativamente	  a	   formação	  
de	  embriões	  somáticos	  e	  a	  eficiência	  da	  indução	  de	  ES	  (85%)[11]	  .	  Os	  embriões	  zigóticos	  de	  tamarilho	  
foram	  os	  primeiros	  explantes	  testados	  para	  a	  indução	  de	  ES	  nesta	  espécie,	  ocorrendo	  a	  formação	  de	  
embriões	  somáticos	  através	  de	  duas	  vias	  diferentes,	  dependendo	  do	  tipo	  de	  auxina	  utilizada	  –	  ácido-­‐
1-­‐naftaleno	   acético	   (NAA),	   ácido	   2,4-­‐diclorofenoxiacético	   (2,4-­‐D)	   ou	   picloram	   (Fig.	   3A).	   Assim,	   na	  
presença	  de	  NAA	  os	  embriões	  somáticos	  desenvolvem-­‐se	  a	  partir	  de	  tecidos	  dos	  embriões	  zigóticos,	  
com	  uma	  formação	  reduzida	  de	  calo	  –	  processo	  “one	  step”.	  Por	  sua	  vez,	  quando	  são	  usadas	  outras	  
auxinas,	  como	  o	  2,4-­‐D	  ou	  o	  picloram,	  os	  embriões	  zigóticos	  (Fig.	  3A)	  ou	  os	  explantes	  foliares	  (Fig.	  3B)	  
produzem	   um	   calo	   embriogénico	   possível	   de	   ser	   mantido,	   através	   de	   subculturas	   sucessivas	   no	  
mesmo	  meio	  com	  auxina,	  e	  que	  começa	  a	  formar	  embriões	  e,	  mais	  tarde	  plantas,	  quando	  transferido	  
para	  um	  meio	  sem	  auxinas	  –	  processo	  “two	  step”.	  	  
No	  processo	  “one-­‐step”	  a	  indução	  e	  a	  maturação	  dos	  embriões	  somáticos	  é	  feita	  no	  mesmo	  
meio	   de	   cultura[15],	   tendo	   esta	   via	   sido	   já	   descrita	   para	   outras	   espécies	   lenhosas	   como	   a	   Feijoa	  
























































Figura	   2.	   Representação	   esquemática	   do	   protocolo	   de	   indução	   de	   embriogénese	   somática	   no	  
tamarilho	  (adaptado	  de	  [11])	  
	  




















Figura	  3.	  Embriogénese	  somática	  no	  tamarilho.	  (A)	  –	  Embrião	  zigótico	  após	  duas	  semanas	  em	  cultura	  em	  meio	  
com	  2,4-­‐D.	  (B)	  –	  Explante	  foliar	  após	  um	  mês	  de	  indução	  em	  meio	  MS	  suplementado	  com	  picloram	  (C)	  –	  Áreas	  
embriogénicas	  e	  não-­‐embriogénicas	  (mais	  escuras)	  formadas	  a	  partir	  de	  um	  explante	  foliar	  após	  10	  a	  12	  semanas	  
em	  cultura.	   (D)	  –	  Calo	  embriogénico.	   (E)	  –	  Calo	  não	  embriogénico.	   (F)	  e	   (G)	  Embriões	  somáticos	  em	  diferentes	  
estados	  de	  desenvolvimento	  depois	  de	  3	  semanas	  em	  meio	  MS	  sem	  auxinas.	  Notar	  em	  (G)	  a	  morfologia	  anómala	  
dos	  embriões,	  mostrando	  a	  fusão	  dos	  cotilédones.	  (H-­‐J)	  –	  Conversão	  de	  embriões	  somáticos	  e	  desenvolvimento	  
de	  plântulas	  após	  6	  semanas	  em	  meio	  MS[12].	  	  
	  
A	  formação	  de	  tecido	  embriogénico	  oferece	  um	  grande	  potencial	  para	  a	  produção	  em	  larga	  
escala[33]	   e	   a	   possibilidade	   de	   ser	   usado	   como	   fonte	   de	   linhas	   celulares	   para	   ensaios	   ou	   para	   a	  
transformação	  genética	  de	  plantas.	  O	  CE	  (Fig.	  3	  C,D)	  de	  tamarilho	  pode	  ser	  mantido	  in	  vitro	  num	  meio	  
com	   auxina[11],	   por	   vários	   anos,	   sem	   a	   perda	   do	   seu	   potencial	   embriogénico[19].	   Contudo,	   algumas	  
linhas	  deste	  CE	   são	  um	  pouco	   instáveis	  em	  cultura	  e,	   foram	   já	  detectadas	  variações	  no	  número	  de	  
cromossomas	   e	   na	   quantidade	   de	   DNA[19].	   As	   anomalias	   cromossómicas,	   incluindo	   a	   ocorrência	   de	  
plantas	   tetraplóides,	   foram	   detectadas	   através	   da	   contagem	   de	   cromossomas	   e	   por	   citometria	   de	  
fluxo[19]	  .	  
Independentemente	  das	  condições	   testadas	  e	  da	  origem	  do	  explante,	  o	  calo	  embriogénico	  
não	  se	  desenvolve	  em	  embriões	  em	  meio	  com	  auxina[12].	  O	  desenvolvimento	  do	  embrião	  só	  ocorre	  
quando	   as	  massas	   de	   tecido	   embriogénico,	   originado	   a	   partir	   de	   folhas	   ou	   embriões	   zigóticos,	   são	  
transferidas	  para	  um	  meio	  sem	  auxina	  contendo	  menores	  concentrações	  de	  sacarose[19].	  As	  primeiras	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fases	  do	  desenvolvimento	  dos	  embriões	  somáticos	  podem	  ser	  observadas	  na	  superfície	  do	  calo	  com	  3	  
semanas	   (Fig.	   3F).	   Este	   desenvolvimento	   é	   um	   processo	   assíncrono,	   onde	   as	   diferentes	   fases	  
morfológicas	   da	   maior	   parte	   dos	   embriões	   somáticos	   são	   semelhantes	   às	   que	   ocorrem	   durante	   a	  
embriogénese	   zigótica	   –	   globular,	   cordiforme,	   torpedo	   e	   cotiledonar.	   Nos	   embriões	   somáticos	  
morfologicamente	   semelhantes	   aos	   zigóticos,	   está	   também	   normalmente	   presente	   uma	   estrutura	  
tipo	  suspensor[14,30].	  
O	  desenvolvimento	  assíncrono	  dos	  embriões,	  a	  contínua	  proliferação	  de	  calo	  e	  a	  presença	  de	  
embriões	   anómalos	   (Fig.	   3G)	   tornam	  difícil	   estabelecer	   um	  método	   eficiente	   de	   quantificação	   para	  
avaliar	   a	   regeneração	   de	   plantas	   através	   da	   ES.	   Todavia,	   ensaios	   na	   conversão	   e	   germinação	   de	  
embriões	  somáticos	  têm	  sido	  conduzidos,	  para	  que	  haja	  uma	  redução	  de	  alguns	  destes	  problemas	  e	  
um	  aumento	  das	  taxas	  de	  plantas	  regeneradas.	  Dados	  recentes	  demonstram	  que	  a	  manipulação	  das	  
condições	   de	   luminosidade	   e	   a	   inclusão	   de	   ácido	   abscísico	   (ABA)	   no	   meio,	   antes	   da	   germinação,	  
aumenta	  o	  número	  de	  embriões	  somáticos	  morfologicamente	  normais	  produzidos[13].	  	  
Depois	   da	   conversão	   em	   plantas	   (Fig.	   3	   H,I,J),	   estas	   são	   submetidas	   a	   uma	   etapa	   de	  
aclimatização	   na	   estufa	   antes	   da	   sua	   passagem	   para	   o	   campo.	   Os	   elevados	   níveis	   de	  mortalidade	  
observados	   durante	   a	   fase	   de	   aclimatização	   nestes	   ensaios	   parecem	   relacionar-­‐se	   com	   o	   anormal	  
desenvolvimento	  das	  plantas[11].	  No	  entanto,	  outros	  trabalhos	  mais	  recentes	  revelaram	  também	  que	  
no	   desenvolvimento	   de	   plantas	   com	   anomalias	   morfológicas,	   após	   algum	   crescimento,	   estas	  
recuperam	  o	  fenótipo	  normal[9].	  	  
Desde	  que	  as	   condições	  pra	  a	   indução	  de	  ES	  e	   regeneração	  de	  plantas	   se	  encontram	  bem	  
caracterizadas	   no	   tamarilho,	   podem	   ser	   realizados	   estudos	   bioquímicos	   e	  moleculares	   para	  melhor	  
compreender	  este	  processo	  morfogénico.	  Algumas	  vantagens	  desta	  espécie	  para	  este	  propósito	  são:	  
i)	  a	  possibilidade	  de	  induzir	  ES	  a	  partir	  de	  vários	  órgãos	  como	  embriões	  zigóticos,	  hipocótilos	  ou	  folhas,	  
ii)	  o	  CE	  pode	  ser	  mantido	  em	  cultura	  por	  longos	  períodos	  de	  tempo	  sem	  que	  haja	  perda	  do	  potencial	  
embriogénico,	   iii)	  a	  conversão	  de	  embriões	  somáticos	  em	  plantas	  é	  fácil	  e	  podem	  ser	  obtidas	  várias	  
plantas	  a	  partir	  de	  um	  só	  calo,	  iv)	  a	  ES	  pode	  ser	  induzida	  em	  explantes	  derivados	  de	  árvores	  adultas,	  e	  
v)	   podem	   ser	   obtidas	   linhas	   de	   células	   embriogénicas	   e	   não-­‐embriogénicas	   a	   partir	   do	   mesmo	  
explante,	  possuindo	  por	  isso	  o	  mesmo	  genótipo.	  
A	   procura	   de	  marcadores	   para	   a	   competência	   embriogénica	   das	   células	   vegetais	   tem	   sido	  
uma	   área	   de	   investigação	   no	   campo	   do	   desenvolvimento	   de	   plantas.	   Vários	   marcadores	   para	   a	  
capacidade	   embriogénica	   das	   células	   do	   tipo	   bioquímico,	   molecular	   e	   fisiológico	   têm	   sido	  
identificados	  e	  analisados[34],	  incluindo	  alguns	  genes	  associados	  à	  diferenciação	  celular,	  morfogénese,	  
tolerância	   à	   dessecação	   e	   sinais	   de	   transdução[35].	   Contudo,	   e	   não	   obstante	   todos	   os	   esforços,	   os	  
mecanismos	  moleculares	  que	  controlam	  a	   transição	  de	  células	   somáticas	  diferenciadas	  para	  células	  
capazes	  de	  formar	  um	  embrião,	  demonstrando	  assim	  totipotência,	  são	  das	  áreas	  do	  processo	  de	  ES	  
menos	  conhecidas.	  
Estudos	   prévios,	   mostraram	   que	   a	   expressão	   do	   gene	   para	   a	   proteína	   NEP-­‐TC	   (Non-­‐
Embryogenic	  Protein	  from	  Tamarillo	  Callus)	  poderá	  estar	  associado	  a	  uma	  inibição	  do	  processo	  de	  ES,	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sendo	  que	  o	  mecanismo	  pelo	  qual	  esse	  processo	  se	  verificaria	  é	  ainda	  desconhecido	  [36].	  Apesar	  disso,	  
é	   reconhecido	  que	  a	   síntese	  de	  proteínas	  é	  essencial	  para	  o	  processo	  de	   indução	  da	  embriogénese	  
somática,	  sendo	  hoje	  reconhecido	  um	  padrão	  de	  expressão	  proteómica	  diferenciada	  entre	  calo	  não	  
embriogénico	  (CNE)	  e	  CE	  de	  tamarilho[26].	  
Neste	  contexto,	  a	  hipótese	  de	  que	  a	  NEP-­‐TC	  possa	   ser	  uma	  RNA	  MTase	  associada	  às	   fases	  
não	   embriogénicas	   do	   processo	   de	   ES	   adquire	   maior	   relevância,	   sustentado	   pelo	   facto	   de	   alguns	  
trabalhos	   terem	   identificado	   uma	   sobreexpressão	   desta	   proteínas	   em	   CNE	   de	   tamarilho	  
relativamente	  a	  CE[36].	  Deste	  modo,	  parece	  poder	   assumir-­‐se	  que	  a	  NEP-­‐TC	  estará	   relacionada	   com	  
algum	  mecanismo	   inibidor	  da	  embriogénese	  somática,	   sendo	  necessário	  clarificar	  o	  seu	  mecanismo	  
de	  actuação.	  
	  
3.4 	  A	  NEP-­‐TC	  e	  as	  metiltransferases	  de	  RNA	  
 
Têm	  sido	  descritos	  nos	  últimos	  anos	  vários	  genes	  associados	  à	   indução	  do	  processo	  de	  ES,	  
tais	  como	  o	  gene	  LEC	   (LEAFY	  COTYLEDON)[37]	  e	  o	  gene	  SERK	   (SOMATIC	  EMBRYOGENESIS	  RECEPTOR-­‐	  
LIKE	   KINASE)[38].	   Ambos	   têm	   sido	   considerados	   essenciais	   para	   a	   aquisição	   de	   competência	  
embriogénica	  em	  explantes.	  	  
No	   tamarilho,	  a	  procura	  de	  marcadores	  moleculares	  para	  a	   indução	  de	  ES	  começou	  com	  o	  
estudo	  deste	  processo	  em	  diversos	  tipos	  de	  explantes,	  seguida	  de	  uma	  análise	  dos	  padrões	  proteicos	  
em	  calos	  embriogénicos	  e	  não	  embriogénicos.	  É	  reconhecido	  que	  a	  síntese	  de	  proteínas	  é	  essencial	  
para	   o	   processo	   de	   indução	   da	   ES,	   sendo	   hoje	   reconhecido	   um	   padrão	   de	   expressão	   proteómica	  
diferenciada	  entre	  CNE	  e	  CE	  de	  tamarilho[26].	  	  
	  Esta	   análise	   comparativa	   pretendia	   encontrar	   marcadores	   proteicos	   associados	   aos	   dois	  
tipos	  de	  calos.	  A	  detecção	  da	  expressão	  de	  uma	  proteína	  com	  26,5	  kDa	   (NEP-­‐TC,	  Non-­‐Embryogenic	  
Protein	  from	  Tamarillo	  Callus,	  GenBank	  JQ766254,	  Figura	  4),	  de	  forma	  consistente	  em	  CNE	  	  originados	  
em	   diversos	   tipos	   de	   explantes,	   tal	   como	   embriões	   zigóticos	   e	   hipocótilos,	   e	   em	   culturas	   com	   as	  
mesmas	  condições,	  sugeriu	  que	  esta	  proteína	  poderia	  ser	  considerada	  como	  um	  bom	  marcador	  para	  














Figura	  4.	  Esquema	  3D	  da	  NEP-­‐TC,	  obtido	  através	  do	  sistema	  Swiss	  Model.	  (A)	  Estrutura	  tridimensional,	  com	  os	  
domínios	   expostos	   (rosa).	   (B)	   Esquema	   tridimensional	   mostrando	   a	   sequência	   peptídica	   (rosa)	   contra	   a	   qual	  
obtido	  o	  soro	  com	  o	  anticorpo	  policlonal[36].	  
	  	  
sua	  identificação	  e	  sequenciação,	  em	  trabalhos	  posteriores[39],	  revelou	  uma	  proteína	  de	  222	  
aminoácidos	   (Figura	   5),	   com	  elevada	   semelhança	   com	  proteínas	   da	   família	   de	  metiltransferases	   de	  
tRNA/rRNA	   (SpoU	   MTases)	   descritas	   em	   Arabidopsis	   thaliana[13].	   Estas	   proteínas	   em	   Arabidopsis	  
thaliana	  apresentam	  um	  domínio	  conservado	  comum	  às	  proteínas	  da	  família	  das	  metilytransferases	  
SpoU,	  também	  comum	  à	  NEP-­‐TC	  (Fig.	  6).	  
As	  enzimas	  pertencentes	  a	  esta	  família	  são	  dímeros,	  que	  modificam	  o	  RNA	  devido	  a	  reacções	  
de	  transferência	  de	  grupos	  metilo	  para	  o	  RNA,	  sendo	  a	  S-­‐Adenosil-­‐L-­‐metionina	  –	  SAM;	  o	  dador	  desses	  
grupos[40].	  (Fig.	  7).	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Figura	  6	  Proteínas	  da	  família	  SpoU	  MTases	  em	  Arabidopsis	  thaliana[36].(A)	  Sequência	  de	  aminoácidos	  de	  cinco	  
metiltrasnferases	  em	  Arabidopsis	  thaliana	  .	  A	  azul	  e	  vermelho	  	  indicam-­‐se	  os	  domínios	  conservado,	  que	  incluem	  
o	  péptido	  IPQYGCGTASLN,	  comum	  à	  NEP-­‐TC.	  	  
Depois	  do	  ATP,	  a	  SAM	  é	  o	  substrato	  enzimático	  mais	  utilizado[41]	  nos	  sistemas	  biológicos.	  A	  
maioria	  das	  reacções	  dependentes	  da	  presença	  de	  SAM	  envolvem	  a	  transferência	  de	  um	  grupo	  metilo,	  
da	  qual	  resulta	  o	  produto	  S-­‐adenosil–L-­‐homocisteína	  (SAH)[42].	  A	  preferência	  destas	  enzimas	  pelo	  SAM	  
como	   dador	   de	   grupos	   metilo	   relativamente	   a	   outros	   potenciais	   dadores	   advém	   do	   facto	   desta	  
reacção	  (Fig.	  7)	  apresentar	  Δ	  G0	  de	  -­‐17kcal	  mol-­‐1,	  mais	  do	  dobro	  da	  hidrólise	  do	  ATP-­‐>ADP	  +	  Pi	  [41],	  o	  
que	  a	  torna	  mais	  favorável.	  	  
Hoje	   são	   reconhecidas	   cinco	   classes	   de	   MTases	   dependentes	   de	   SAM	   estruturalmente	  
distintas	  (Classes	  I-­‐V).	  Este	  fenómeno,	  em	  que	  enzimas	  de	  famílias	  estruturalmente	  distintas	  catalisam	  
a	  mesma	  reacção	  designa-­‐se	  por	  analogia	  enzimática,	  tendo	  sido	  descrito	  há	  várias	  décadas[43]	  
Esta	   família	   de	   RNA	  MTases	   (SpoU),	   associada	   à	   metilação	   da	   ribose	   de	   rRNA	   e	   tRNA[44],	  
encontra-­‐se	  classificada	  como	  família	  de	  metiltransferases	  de	  classe	  IV	  [41].	  	  Distingue-­‐se	  das	  restantes	  
classes	  por	  apresentar	  6	  folhas	  β	  paralelas	  dispostas	  lateralmente	  a	  7	  α	  hélices,	  das	  quais	  as	  primeiras	  
três	   formam	   uma	  meia	   “Rossman	   fold”	   (Fig.	   8).	   Para	   além	   disto,	   encontramos	   no	   C	   terminal	   uma	  
estrutura	   em	   nó,	   extremamente	   rara,	   formada	   por	   cerca	   de	   trinta	   resíduos,	   incluindo	   a	   última	   α	  
hélice,	   contendo	   vários	   resíduos	   catalíticos.,	   o	   que	   atesta	   a	   sua	   importância	   estrutural,	   tão	  





























Figura	  7.	  	  S-­‐adenosil-­‐L-­‐meteonina	  –	  SAM,	  é	  o	  dador	  de	  grupos	  metilo	  para	  reacções	  de	  metilação	  	  dependentes	  
de	  SAM.	  (A)	  A	  SAM	  actua	  como	  co-­‐substrato	  enquanto	  um	  grupo	  metilo	  dador	  deficiente	  em	  eletrões	  reactivos	  
(verde)	  é	  transferido	  para	  um	  aceitador	  de	  metilos	  (Nu:).	   (B)	  Para	  além	  do	  produto	  da	  metilação	  forma-­‐se	  a	  S-­‐









Figura	  8.	  Classe	  IV	  de	  MTases	  dependentes	  de	  	  S-­‐adenosil-­‐L-­‐meteonina	  –	  SAM	  da	  família	  SpoU.	  A	  estrutura	  em	  
nó,	  característica	  desta	  família,	  aparece	  destacada	  a	  magenta,	  junto	  do	  C-­‐terminal,	  contribuindo	  para	  a	  região	  de	  
ligação	  ao	  SAM	  –	  AdoMet[41].	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A	  modificação	  do	  RNA	  tem	  sido	  extensivamente	  estudada	  em	  bactérias	  e	  leveduras,	  para	  as	  
quais	  já	́  foi	  identificada	  a	  maioria	  das	  vias	  bioquímicas	  envolvidas,	  contudo,	  em	  plantas	  raramente	  foi	  
documentada[44,46].	  A	  metilação	  do	  RNA	  é	   fundamental	  para	  a	   sua	  estabilização	  estrutural[47],	   tendo	  
sido	   descrito	   que	   a	   metilação	   das	   sequências	   de	   tRNA	   e	   rRNA	   associadas	   ao	   anticodão	   deverão	  
desempenhar	  um	  papel	   fundamental	  no	  processo	  de	  descodificação	  do	  mRNA	  no	  ribossoma[48].	  Em	  
leveduras,	  é	  sugerido	  que	  as	  modificações	  de	  RNA	  atuam	  como	  sensores	  biológicos,	  nomeadamente	  
em	   respostas	   celulares	   a	   condições	   de	   stresse	   oxidativo[49].	   As	   plantas	   estão	   sujeitas	   a	   fortes	  
condicionantes	  ambientais	  durante	  os	  seus	  ciclos	  de	  vida,	  respondendo	  a	  essas	  variações	  através	  de	  
modificações	  nos	  padrões	  de	  desenvolvimento	  Além	  disso,	  as	  repostas	  dos	  tecidos	  vegetais	  à	  cultura	  
in	  vitro	  também	  envolvem	  respostas	  de	  stresse.	  
	   Trabalhos	   recentes	   vieram	   demonstrar	   que,	   ao	   contrário	   do	   que	   se	   previa	   inicialmente,	   a	  
expressão	  da	  NEP-­‐TC	  não	  é	  exclusiva	  de	  CNE.	  Foi	  demonstrada	  a	  sua	  expressão,	  em	  níveis	  diferentes,	  
em	  CE	  e	  durante	  todo	  o	  processo	  de	  indução	  de	  embriogénese	  somática[12].	  Neste	  contexto,	  torna-­‐se	  
importante	   compreender	   o	   papel	   da	   NEP-­‐TC	   na	   embriogénese	   somática	   de	   tamarilho,	   associando	  
pela	  primeira	  vez	  uma	  família	  de	  RNA	  MTases	  à	  regulação	  de	  um	  processo	  de	  desenvolvimento	  com	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3.5 Objectivos	  
	  
Na	  sequência	  dos	  trabalhos	  de	  investigação	  já	  realizados	  para	  caracterizar	  a	  função	  da	  NEP-­‐
TC	  no	  processo	  de	  indução	  de	  embriogénese	  somática	  em	  tamarilho	  torna-­‐se	  importante	  verificar	  o	  
papel	  desta	  proteína	  como	  metiltransferase,	  de	   forma	  a	  confirmar	  a	   informação	   inferida	  através	  da	  
homologia	   com	  outras	   proteínas	   anotadas	  para	  Arabidopsis	   thaliana.	  Nesse	   sentido,	   o	   conjunto	  de	  
ensaios	  realizado	  teve	  como	  principal	  objectivo	  a	  análise	  da	  actividade	  enzimática	  de	  metiltransferase	  
da	   NEP-­‐TC	   em	   calos	   embriogénicos	   e	   não	   embriogénicos	   induzidos	   no	   processo	   de	   embriogénese	  
somática	   em	   tamarilho.	   A	   concretização	   desse	   objectivo	   implicou	   a	   caracterização	   da	   actividade	  
enzimática	  em	  extractos	  proteicos	  obtidos	   a	  partir	   de	  material	   vegetal	   de	   tamarilho	  e	  de	   linhas	  de	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4.1 Material	  vegetal	  e	  condições	  de	  cultura	  
	  
O	   material	   vegetal	   utilizado	   nos	   ensaios	   realizados	   resultou	   da	   indução	   de	   embriogénese	  
somática	  em	  explantes	  foliares	  de	  tamarilho	  vermelho	  de	  acordo	  com	  os	  métodos	  descritos	  por	  Lopes	  
et	   al[19].	   As	   folhas	   foram	   excisadas	   de	   uma	   linha	   de	   clones	   estabelecida	   in	   vitro	   a	   partir	   de	   um	  
germinante.	  As	  folhas	  em	  expansão	  foram	  colhidas	  de	  rebentos	  com	  6	  semanas,	  seccionadas,	  feridas	  
aleatoriamente	  na	  página	  inferior	  e	  colocadas	  em	  tubos	  de	  ensaio	  contendo	  o	  meio	  de	  indução:	  meio	  
MS[27]	  com	  0,25	  M	  de	  sacarose,	  20	  μM	  de	  Picloram,	  2,5	  g/l	  de	  Phytagel	  (Sigma)	  e	  pH	  5,7.	  As	  culturas	  
foram	   incubadas	   a	   24±1°C,	   na	  obscuridade,	   durante	   12	   semanas.	  Depois	   desta	   incubação,	   as	   áreas	  
embriogénicas	  e	  não	  embriogénicas	  foram	  isoladas,	  multiplicadas	  e	  subcultivadas	  com	  4	  semanas	  de	  
intervalo	   no	   mesmo	   meio.	   As	   amostras	   utilizadas	   na	   obtenção	   dos	   extractos	   proteicos	   foram	  








Figura	  9.	  Calo	  embriogénico	  (CE)	  e	  calo	  não	  embriogénico	  (CNE)	  induzidos	  de	  explantes	  foliares	  de	  tamarilho	  [36].	  
	  
Utilizou-­‐se	   também	   material	   vegetal	   resultante	   da	   indução	   de	   embriogénese	   somática	   em	  
sementes	   imaturas	   da	   linha	  wild	   type	   de	  Arabidopsis	   thaliana	   (Col-­‐0)	   e	   da	   linha	  mutante	   knockout	  
para	   o	   gene	   heterólogo	   do	   gene	   da	   NEP-­‐TC,	   com	   a	   inserção	   SALK_027418.	   As	   sementes	   da	   linha	  
mutante,	   também	   do	   ecótipo	   Columbia	   (Col-­‐0),	   foram	   obtidas	   através	   do	   Salk	   Institute	   Genomic	  
Analysis	   Laboratory	   (http://signal.salk.edu/cgi-­‐bin/tdnaexpress)[50],	   e	   fornecidas	   pelo	   Nottingham	  
Arabidopsis	  Stock	  Centre	  (http://nasc.nott.ac.uk/).	  A	   indução	  de	  embriogénese	  somática	  foi	  feita	  de	  
acordo	  com	  os	  procedimentos	  descritos	  por	  Correia	  (2011)[13],	  envolvendo:	  i)	  a	  desinfecção	  superficial	  
e	   germinação	  das	   sementes	   ;	   iI)	   a	   selecção	  de	  mutantes	   homozigóticos	   através	   de	   reacção	  de	   PCR	  
com	  primers	  específicos;	   iii)	  a	   indução	  da	  embriogénese	  somática	   (baseada	  no	  método	  descrito	  por	  
Ikeda	   et	   al.[51],	   em	   sementes	   imaturas	   wild	   type	   de	   Arabidopsis	   thaliana	   (Col-­‐0)	   e	   dos	   mutantes	  
homozigóticos	   para	   a	   inserção	   de	   DNA-­‐T,	   em	   meio	   basal	   B5[52],	   suplementado	   com	   0,06	   M	   de	  
sacarose	  e	  4,5	  μM	  de	  2,4-­‐D,	   solidificado	  com	  a	  adição	  de	  2,5	  g/l	  de	  Phytagel	   (Sigma),	  em	  caixas	  de	  
Petri	  de	  60	  mm,	  incubadas	  a	  24±1°C	  ,com	  um	  fotoperíodo	  (16h	  de	  luz/8h	  de	  obscuridade),	  durante	  4	  
semanas.	  Após	  o	  período	  de	  indução,	  seleccionaram-­‐se	  explantes	  que	  demonstraram	  a	  formação	  de	  
CNE	  para	  obtenção	  de	  extractos	  proteicos	  (Fig.	  10).	  
	  








Figura	  10.	  Calo	  não	  embriogénico	  de	  Arabidopsis	  thaliana	  induzido	  a	  partir	  de	  embriões	  zigóticos	  imaturos	  [36].	  
	  
4.2 Optimização	  do	  processo	  de	  extracção,	  separação	  e	  imunodetecção	  da	  
NEP-­‐TC	  
	  
No	   sentido	   de	   optimizar	   os	   protocolos	   de	   extracção,	   separação	   e	   análise	   dos	   extractos	  
proteicos	   totais	   para	   análise,	   foram	   testados	   vários	   procedimentos	   experimentais	   resumidos,	   na	  
figura	  11	  e	  descritos	  nas	  secções	  seguintes.	  Esta	  optimização	  foi	  feita	  com	  base	  no	  material	  biológico	  
com	  maior	  expressão	  da	  NEP-­‐TC	  ,	  ou	  seja,	  calos	  não	  embriogénicos	  	  de	  tamarilho.	  
4.2.1 Obtenção	  e	  separação	  de	  extractos	  proteicos	  totais	  
	  
Para	  obtenção	  dos	  extractos,	  o	  material	  biológico	  (2	  réplicas	  de	  1	  g	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  por	  
tratamento)	   foi	  macerado	  em	  almofarizes	  esterilizados,	   com	  ou	   sem	  a	  utilização	  de	  azoto	   líquido	  e	  
utilizando	  os	  tampões	  TPA	  (acetato	  de	  sódio,	  50	  mM,	  pH	  5),	  TPF	  (fosfato	  de	  sódio,	  50	  mM,	  pH	  7)	  ou	  
TPT	  (Tris-­‐HCl,	  50	  mM,	  pH	  8,4),	  com	  o	  inibidor	  de	  proteases	  CLAP	  (1	  mg/ml	  “chymostatin,	   leupeptin,	  
antipain	  e	  pepstatin”)	  e	  com	  ou	  sem	  a	  adição	  de	  NaCl	  100	  mM,	  tal	  como	  esquematizado	  na	  figura	  11.	  
O	  material	  homogeneizado	   foi	   transferido	  para	  microtubos,	   tendo	  sido	  centrifugado	  durante	  
10	   min,	   a	   13400	   rpm.	   O	   sobrenadante	   foi	   cuidadosamente	   separado	   do	   pellet	   e	   transferido	   para	  
tubos	  Falcon	  esterilizados,	  passando	  a	  constituir	  os	  extractos	  das	  amostras	  a	  considerar.	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Figure 9 - Phenotypic and molecular analyses of Arabidopsis wild-type (Col-0) and 
AT4G15520 mutant plants. (A) Schematic representation of the gene structure of AT4G15520, 
and position of the T-DNA insertion. Black boxes and thick lines indicate the positions of exons 
and introns, respectively. The triangle represents the T-DNA (not drawn to scale) inserted in 
position +600 of the AT4G15520 genomic sequence. The positions of the primers used for RT-
PCR (P1 and P2) and for PCR screening of homozygous plants (RP, LP and Lba1) are 
indicated. (B) PCR screening of homozygous (HM) plants (green boxes). (C) Comparative 
analysis of morphogenetic aspects of WT and HM plants development, showing no noticeable 
differences. (D) Rooting development in half-strenght MS medium revealed no differences 
























Figure 10 - Somatic embryogenesis induction in knock-out plants of Arabidopsis thaliana for 
NEP25 orthologous. (A) Percentage of callus formation, primary somatic embryo formation, 
germination and non responsive explants in cultured immature zygotic embryos of Arabidopsis 
thaliana wild-type (WT) and knocked-out homozygous line (HM), after 1 month of culture in 
B5 induction medium, supplemented with 4.5 µM of 2,4-D. Pictures show the main 
morphological aspects observed. (B) RT-PCR analysis of AT4G15520 transcripts in leaves, 
embryogenic explants and callus explants. Arabidopsis ACTIN 1 expression was used as a 
control to assess the quality of the mRNA and the efficiency of the RT-PCR. Expression values 
are the result of 3 replicates rSE, analyzed by Imaje J software. 
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Figura	   11.	   Esquema	   seguido	   na	   optimização	   das	   condições	   de	   extracção,	   separação	   e	   caracterização	   da	  
expressão	  da	  NEP-­‐TC.	  	  	  
Numa	   segunda	   etapa	   do	   processo,	   os	   extractos	   obtidos	   foram	   ou	   não	   dialisados	   e	  
concentrados.	  A	  diálise	  realizou-­‐se	  com	  membrana	  Dialisys	  Tubing	  (Medicell,	  Londres	  –	  Reino	  Unido),	  
14,3	  mm	  ,	  de	  12-­‐14	  kDa	  	  durante	  duas	  horas	  a	  4°C,	  contra	  Tris-­‐HCl	  100	  mM	  pH	  8,	  de	  forma	  a	  eliminar	  
possíveis	  inibidores	  das	  análises	  subsequentes.	  	  A	  concentração	  foi	  realizada	  com	  Millipore	  Centricon	  
Centrifugal	  Filter	  Units-­‐Merck	  Millipore	  (Oeiras	  –	  Portugal),	  com	  “cut	  off”	  de	  10	  kDa,	  centrifugados	  	  50	  
minutos	  à	  velocidade	  de	  13400	  rpm.	  
A	  quantificação	  das	  amostras	  	  foi	  feita	  através	  do	  Teste	  de	  Bradford[53],	  utilizando	  reagente	  de	  
Bradford	  diluído	  em	  água	  destilada	   (1:5).	  Antes	  de	  utilizada,	  esta	  solução	   foi	   filtrada	  através	  de	  um	  
filtro	  Millipore.	   A	   leitura	   da	   absorvância	   foi	   feita	   em	  espectrofotómetro	  de	  placa	   Spectra	  Max	  Plus	  
384,	   a	   595nm.	  Posteriormente	   a	   leitura	   da	   absorvância	   foi	   feita	   a	   280	  nm	  em	  Nanodrop	  2000C	  de	  
acordo	  com	  as	  especificações	  do	  fabricante.	  	  
Os	  extractos	  foram	  conservados	  a	  4	  ºC	  durante	  um	  período	  máximo	  de	  7	  dias,	  para	  realização	  
Caracterização	  da	  Proteína	  
Western	  Blot	  soro	  com	  ancorpo	  policlonal	  an	  NEP-­‐TC	  
Separação	  da	  proteína	  
SDS-­‐	  Pag	  12,5%	  
Diálise	  contra	  Tris	  HCl	  100	  mM	  pH	  8	  
Tampão	  de	  extracção	  
Acetato	  de	  Sódio	  50mM	  pH	  5	  
(TPA)	  
Fosfato	  de	  Sódio	  50	  mM	  pH	  7	  
(TPF)	  
Tris-­‐HCl	  pH	  8,4	  
(TPT)	  
Processo	  de	  extracção	  
Azoto	  Líquido	   Material	  in	  vivo	  
Material	  Biológico	  -­‐	  Calo	  Não	  Embriogénico	  
(CNE)	  
Adição de NaCl 100 mM Adição de NaCl 100 mM 
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das	  análises	  de	  actividade	  enzimática.	  
Para	   separação	   por	   electroforese,	   amostras	   com	   100	   μg	   e	   80	   μg	   de	   proteína	   solubilizada,	  
forma	  desnaturadas	  em	  solução	  desnaturante	  (Tris-­‐base	  100	  mM,	  bicina	  100	  mM,	  SDS	  4%,	  ureia	  8M,	  
β-­‐mercaptoetanol	   2%	   e	   azul	   de	   bromofenol	   0,08%),	   a	   95°C	  durante	   10	  min.,	   e	   separadas	   por	   SDS-­‐
PAGE	  12,5%	  durante	  1	  hora.	  
Foi	  utilizado	   como	  controlo	  dos	  perfis	  proteicos	  obtidos	  um	  extracto	  proteico	   total	   (CNET	  S)	  
obtido	  de	  acordo	  com	  o	  procedimento	  descrito	  por	  Correia	  et	  al.[36],	   com	  precipitação	  de	  proteínas	  
em	  ácido	  tricloroacético	   (TCA)	  10%	  (w/v)	  em	  acetona	  e	  solubilização	  em	  solução	  desnaturante	  com	  
7M	  ureia,	  2M	  tioureia,	  2%	  (w/v)	  CHAPS,	  1%	  (w/v)	  DTT	  e	  2%	  (w/v)	  SDS.	  
Alguns	   géis	   foram	   corados	   com	   azul	   de	   Coomassie	   R-­‐250	   (Sigma-­‐Aldrich,	  Madrid,	   Espanha),	  
tendo	   sido	   os	   perfis	   de	   proteína	   comparados	   entre	   as	   amostras.	   Foi	   utilizado	   o	  marcador	   de	   peso	  
molecular	  Low	  Molecular	  Weight	  (LMW)	  Protein	  Marker	  (96kDa-­‐18,5kDa)	  (NZYTech,	  Lda.	  -­‐	  Genes	  and	  
Enzymes,	  Lisboa,	  Portugal)	  
4.3 Imunodetecção	  da	  NEP-­‐TC	  
	  
As	   proteínas	   separadas	   por	   SDS-­‐PAGE	   cujos	   géis	   não	   foram	   corados,	   foram	   sujeitos	   a	  
transferência	   para	   membranas	   de	   fluoreto	   de	   polivinilideno	   (PVDF)	   (Millipore),	   em	   tampão	   de	  
transferência	  (14,4	  g	  w/w	  	  de	  glicina,	  3	  g	  w/w	  de	  Tris,	  20%	  v/v	  de	  metanol),	  durante	  1	  hora	  a	  100V.	  
A	  membrana	  foi	  incubada	  em	  tampão	  TBS-­‐T	  (Tris-­‐HCl	  Buffered	  Saline-­‐Tween)	  com	  leite	  magro	  
0,25%	  (solução	  de	  bloqueio)	  ,	  utilizando	  o	  sistema	  SNAP	  i.d.	  Protein	  Detection	  System	  (Millipore),	  de	  
acordo	   com	   as	   especificações	   do	   fabricante.	   A	  membrana	   foi	   de	   seguida	   incubada	   em	   solução	   de	  
bloqueio	   com	   soro	   com	   anticorpo	   policlonal	   anti-­‐NEP-­‐TC	   diluído	   a	   1:300,	   durante	   1	   hora,	   à	  
temperatura	  ambiente.	  
Este	   soro	   com	   o	   anticorpo	   anti-­‐NEP-­‐TC	   foi	   obtido,	   pela	   Genosphere	   Biotechnologies	   (Paris,	  
França),	   contra	  o	  péptido	  antigénio	   IPQYGCGTASLN,	  correspondentes	  aos	   resíduos	  123-­‐134	  de	  uma	  
região	  exposta	  da	  NEP-­‐TC.	  
	   Após	   incubação	   com	   o	   anticorpo	   primário,	   a	  membrana	   foi	   de	   novo	   colocada	   no	   sistema	  
SNAP	  i.d.,	  tendo	  sido	  lavada	  4	  vezes	  com	  TBS-­‐T,	  com	  o	  vácuo	  contínuo,	  e	  de	  seguida	  incubada	  com	  o	  
anticorpo	  monoclonal	   IgG	   anti-­‐coelho	   (Sigma-­‐Aldrich,	   Tóquio,	   Japão;	   diluído	   1:5000	   em	   solução	   de	  
bloqueio)	  durante	  10	  min	  à	  temperatura	  ambiente.	  
	   A	   detecção	   foi	   feita	   recorrendo	   à	   técnica	   de	   quimioflurescência	   (GE	   Healthcare,	  
Buckinghamshire,	  RU).	  
4.4 Avaliação	  da	  actividade	  de	  metiltransferase	  
Os	   procedimentos	   descritos	   nas	   secções	   anteriores	   permitiram	   determinar	   o	   protocolo	   a	  
seguir	   para	   a	   obtenção	   dos	   extractos	   a	   utilizar	   nos	   ensaios	   de	   actividade	   enzimática.	   Em	   suma,	   o	  
material	  biológico	  (Tabela	  1)	  	  foi	  macerado	  em	  almofarizes	  esterilizados,	  	  sem	  recurso	  a	  azoto	  líquido,	  
	   33	  
com	  tampão	  TPT	  (Tris-­‐HCl,	  50	  mM,	  pH	  8,4),	  com	  NaCl	  100	  mM	  ao	  qual	  foi	  adicionado	  20	  μl/ml	  tampão	  
de	  	  CLAP	  (Tabela	  1)	  e	  dialisado	  com	  membrana	  Dialisys	  Tubing	  (Medicell,	  Londres	  –	  Reino	  Unido),	  14,3	  
mm,	  de	  12-­‐14	  kDa,	  durante	  duas	  horas	  a	  4°C,	  contra	  Tris-­‐HCl	  100	  mM.	  
	  
Tabela	   1	   –	   Relação	   entre	   a	   massa	   de	   tecido	  macerado	   e	   o	   volume	   de	   tampão	   utilizado	   na	  
maceração	  e	  homogeneização	  do	  diferente	  material.	  
	   Massa	   Volume	  de	  tampão	   Volume	  de	  CLAP	  
Calo	  não	  embriogénico	  de	  
tamarilho(CNE)	  
5	  g	   3ml	   60µl	  
Calo	  embriogénico	  de	  
tamarilho	  (CE)	  
1g	   3ml	   60µl	  
Calo	  não	  embriogénico	  de	  
Arabidopsis	  WT	  (ATWT)	  
3g	   3,75	  ml	   75µl	  
Calo	  não	  embriogénico	  de	  
Arabidopsis	  KO	  
(ATKO)	  
4g	   5ml	   100µl	  
	  
Para	  comprovar	  a	  actividade	  da	  enzima	  em	  estudo	  como	  uma	  metiltransferase	  dependente	  da	  
presença	   de	   SAM	   (S-­‐adenosil-­‐L-­‐metionina),	   foram	   utilizados	   dois	   kits	   para	   avaliação	   deste	   tipo	   de	  
enzimas:	  
	  –	  Methyltransferase	  Activity	  Kit	  da	  Enzo	  Life	  Sciences	  (Lausanne	  –	  Suíça),	  baseado	  na	  medição	  
da	   emissão	   de	   fluorescência	   (380	   nm	   excitação	   /	   520	   nm	   emissão)	   em	   fluorímetro	   Spectra	   Max	  
Gemini	  EM.	  De	  acordo	  com	  a	   literatura	  de	   suporte	  do	  kit,	   a	   fluorescência	   resulta	  da	   ligação	  de	  um	  
substrato	  fluorescente	  à	  SAH	  (AdoHcy),	  produto	  resultante	  da	  metilação	  de	  substratos	  com	  presença	  
de	   SAM	   (AdoMet)	   (Fig.	   12	   A).	   Os	   cálculos	   da	   actividade	   específica	   no	   ensaio	   cinético	   resultam	   da	  
razão	   da	   velocidade	   da	   reacção	   (Δ	   RFU/	   Δt)	   com	   a	   concentração	   de	   proteína.	  No	   ensaio	  end-­‐point	  
calculou-­‐se	   a	   actividade	   específica	   estabelecendo	   a	   razão	   entre	   a	   diferença	   da	   fluorescência	   da	  
amostra	  subtraída	  da	  fluorescência	  do	  branco	  (sem	  NEP-­‐TC)	  e	  o	  tempo	  do	  ensaio	  (120	  min).	  
-­‐	  CBA096	  SAM	  Methyltransferase	  Assay	  da	  Calbiochem	  -­‐	  Merck	  Millipore	  (Oeiras	  –	  Portugal),	  
baseado	   na	   medição	   da	   absorvância	   a	   510	   nm,	   em	   espectrofótometro	   Spectra	   Max	   Plus	   384.	   De	  
acordo	   com	   o	   material	   de	   suporte	   do	   kit,	   a	   absorvância	   detectada	   resulta	   da	   produção	   de	   SAH	  
(AdoHcy)	  em	  reacções	  de	  metilação	  dependentes	  de	  SAM.	  Este	  produto	  é	  removido	  por	  um	  conjunto	  
de	  reacções	  enzimáticas	  de	  rápida	  conversão	  (Fig.12	  B	  -­‐	  I,	  II,	  III).	  A	  medição	  da	  absorvância	  detecta	  o	  
aumento	  da	  produção	  de	  um	  dos	  produtos	  finais	  dessas	  reacções	  (H2O2),	  em	  resultado	  da	  sua	  reacção	  
com	  o	  reagente	  colorimétrico.	  Para	  este	  kit	  foi	  calculada	  uma	  curva	  padrão,	  para	  a	  produção	  de	  SAH	  a	  
partir	  de	  0-­‐64	  μmol	  de	  SAM.	  O	  cálculo	  da	  actividade	  específica	  resulta	  da	  razão	  entre	  a	  velocidade	  da	  
reacção	  (Δ[produto]	  μmol	  /	  Δt)	  e	  a	  concentração	  de	  proteína.	  










Figura	  12.	  	  Esquemas	  de	  reacção	  dos	  kits	  de	  avaliação	  de	  actividade	  de	  enzimas	  metiltransferases	  dependentes	  
de	   SAM.	   (A)	   representa	   o	   esquema	   da	   reacção	   do	   kit	   Methyltransferase	   Activity	   Kit	   da	   Enzo	   Life	   Sciences,	  
baseado	  na	  avaliação	  da	  fluorescência	  e	  (B)	  o	  esquema	  de	  reacção	  do	  kit	  	  -­‐	  CBA096	  SAM	  Methyltransferase	  Assay	  
da	  Calbiochem,	  baseado	  na	  avaliação	  da	  absorvância.	  
O	  substrato	  utilizado	  nas	  reacções	  enzimáticas	  foi	  RNA	  total	  extraído	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  e	  de	  
Arabidopsis,	  em	  concentrações	  de	  1,5	  μM	  e	  3	  μM.	  Para	  a	  extracção	  de	  RNA	  total	   foi	  utilizado	  o	  kit	  
NucleoSpin	  RNA	  Plant	  (Macherey-­‐Nagel,	  Alemanha),	  de	  acordo	  com	  as	  instruções	  do	  fabricante.	  
4.5 Imunolocalização	  da	  NEP-­‐TC	  
Para	  imunolocalização	  da	  NEP-­‐TC	  o	  material	  biológico	  (CNE	  e	  CE	  de	  tamarilho)	  foi	  previamente	  
fixado	   numa	   solução	   com	   3%	   (v/v)	   de	   paraformaldeído,	   0,5%	   (v/v)	   de	   glutaraldeído,	   2%	   (w/v)	   de	  
sacarose	  e	  0,05%	  (w/v)	  de	  CaCl2	  em	  tampão	  NaPIPES	  2,5%	  pH	  7,2,	  durante	  2h,	  seguindo-­‐se	  3	  lavagens	  
com	  NaPIPES	  2,5%,	  pH7,2	  (10	  min.),	  NaPIPES	  2,5%,	  pH7,2	  com	  1mM	  glicilglicina	  (10	  min.)	  e	  NaPIPES	  
2,5%,	   pH7,2	   (10	   min)	   e	   desidratação	   em	   escala	   ascendente	   de	   etanol	   absoluto	   (10%,	   10	   min.	   à	  
temperatura	  ambiente;	  20%,	  overnight	  à	  temperatura	  ambiente;	  30%,	  30	  min.	  a	  4	  °C,	  50%,	  30	  min.	  a	  
4	  °C,	  70%,	  20	  min.	  a	  -­‐20	  °C,	  90%,	  30	  min.	  a	  -­‐20	  °C,	  100%,	  30	  min.	  a	  -­‐20	  °C,	  100%,	  	  30	  min.	  a	  -­‐20	  °C).	  A	  
inclusão	   foi	   feita	   em	   resina	   LR	   White	   (Sigma),	   sempre	   a	   -­‐20	   °C,	   e	   aumentando	   gradualmente	   a	  
concentração	  de	   resina	   em	  etanol	   absoluto	   (10%	   LR	  White,	   1h;	   50%	   LR	  White,	  overnight;	  100%	   LR	  
White,	   durante	   o	   dia;	   100%	   LR	   White,	   overnight).	   A	   polimerização	   da	   resina	   fez-­‐se	   em	   cápsulas,	  
overnight,	  a	  55	  °C.	  A	  partir	  das	  cápsulas	  com	  o	  material	  biológico	  incluído	  foram	  obtidas	  secções	  semi-­‐
finas,	  com	  cerca	  de	  2	  µm	  de	  espessura,	  utilizando	  facas	  de	  vidro	  num	  ultramicrótomo	  LKB	  2188.	  
Para	  análise	  histológica	  prévia	  do	  material	  seleccionado	  para	  marcação	  imunológica,	  algumas	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posteriormente	   colocadas	   a	   secar	   durante	   uma	   hora	   numa	   estufa	   a	   40°C.	   Posteriormente	   foram	  
corados	  com	  azul	  de	  toluidina	  durante	  15	  min,	   	  sendo	  de	  seguida	  lavados	  em	  H2O	  destilada	  e	  secos	  
em	  estufa	  durante	  uma	  hora.	  Fez-­‐se	  a	  sua	  observação	  em	  microscópio	  óptico	  de	  campo	  claro	  Leica	  
DM4000	  B.	  
Os	  cortes	  seriados,	  sempre	  do	  mesmo	  bloco,	  foram	  montados	  em	  lâminas	  de	  vidro	  revestidas	  
com	  poli-­‐L-­‐lisina	  0,1%,	  separados	  em	  duas	  secções,	  utilizando	  uma	  caneta	  PAP	  (marcador	  hidrofóbico).	  
As	  lâminas	  foram	  colocadas	  na	  estufa	  a	  40	  °C	  durante	  1h.	  Após	  este	  período,	  foi	  adicionada	  solução	  
saturada	  de	  metaperiodato	  de	  sódio	  (100	  g/l)	  (de	  modo	  a	  cobrir	  totalmente	  os	  cortes)	  e	  incubou-­‐se	  
durante	  10	  min.	  Lavou-­‐se,	  de	  seguida,	  com	  água	  destilada	  e	  filtrada	  durante	  5	  min.	  
Incubaram-­‐se	   os	   cortes	   com	   HCl	   0,1M	   durante	   10	   min,	   realizando-­‐se	   posteriormente	   nova	  
lavagem	  com	  água	  destilada	  e	  filtrada	  durante	  5	  min.	  
Adicionaram-­‐se	  75	  μl	  por	  secção	  da	  solução	  bloqueadora	  10%	  BSA	  em	  tampão	  PBS	  (Phosphate	  
buffered	  saline)	  pH	  7,4	  e	  incubou-­‐se	  durante	  1h,	  à	  temperatura	  ambiente.	  
Procedeu-­‐se	  à	   incubação,	  em	  câmara	  húmida,	  overnight,	   com	  75μl	  por	  secção	  da	   lâmina,	  do	  
soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC	  (1:100	  e	  1:200),	  obtido	  nas	  mesmas	  condições	  descritas	  em	  2.4.	  Este	  
soro	   com	   anticorpo	   anti-­‐NEP-­‐TC	   foi	   diluído	   em	   solução	   bloqueadora	   3%	   BSA	   em	   tampão	   PBS	   e	  
centrifugado	   a	   10000	   rpm	   durante	   10	   min.	   Nas	   mesmas	   condições	   descritas	   para	   a	   imunização	  
primária,	  procedeu-­‐se	  à	  realização	  de	  controlos	  negativos	  por	  incubação	  de	  duas	  secções	  por	  amostra	  
com	  o	  soro	  pré-­‐imune	  e	  outras	  duas	  com	  PBS	  3%	  BSA	  sem	  soro	  anti	  NEP-­‐TC.	  
No	   final	   da	   incubação,	   o	   material	   foi	   lavado	   (5x,	   5min)	   com	   tampão	   PBS,	   tendo	   sido	   cada	  
secção	   da	   lâmina	   posteriormente	   incubada,	   em	   câmara	   húmida,	   com	   o	   anticorpo	   secundário	  
INVITROGEN	   Alexa	   Fluor	   488	   (1:500)	   diluído	   em	   solução	   bloqueadora	   3%	   BSA	   em	   PBS.	   Antes	   da	  
incubação	   a	   solução	   bloqueadora	   com	   o	   anticorpo	   foi	   centrifugada	   a	   10000	   rpm	   durante	   10	  min.	  
Finalizou-­‐se	  com	  uma	  última	  lavagem	  com	  tampão	  PBS	  (5x,	  5min).	  
O	  material	  foi	  coberto	  com	  20	  μl	  de	  meio	  de	  montagem	  (DAKO	  fluorescent	  mounting	  medium)	  
e	  uma	  lamela	  circular	  de	  16	  mm.	  As	  observações	  foram	  feitas	  em	  microscópio	  confocal	  Zeiss	  LSM510	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5.1 Identificação	  e	  quantificação	  da	  NEP-­‐TC	  em	  calos	  não	  embriogénicos	  e	  
optimização	  dos	  processos	  de	  extracção.	  
	  
A	   optimização	   do	   processo	   de	   obtenção	   dos	   extractos	   proteicos	   totais	   a	   partir	   de	   CNE	   de	  
tamarilho	  foi	  um	  passo	  fulcral,	  devido	  à	  necessidade	  de	  obter	  uma	  elevada	  concentração	  de	  proteína,	  
com	  a	  presença	  evidente	  de	  uma	  banda	  característica	  cerca	  de	  25	  kDa	  (previamente	  descrita	  para	  a	  
NEP-­‐TC).	  
Inicialmente	   procedeu-­‐se	   à	   extracção	   por	   maceração	   com	   azoto	   líquido,	   com	   três	   tampões	  
com	  pH	  distintos:	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  5,0)	  tampão	  fosfato	  de	  sódio	  (pH	  7,0)	  	  e	  tampão	  Tris-­‐
HCl	   (pH	   8,4)	   de	   forma	   a	   estabelecer-­‐se	   as	   condições	   nas	   quais	   se	   conseguia	   extrair	   uma	   maior	  
quantidade	   de	   proteína,	   mantendo	   a	   sua	   estabilidade	   estrutural	   característica,	   e	   identificável	  
posteriormente	  em	  SDS-­‐PAGE	  12,5%.	  
A	   extracção	   com	   azoto	   líquido	   permitiu	   obter	   extractos	   proteicos	   com	   baixa	   concentração,	  
independentemente	  do	  tampão	  utilizado	  (Fig.	  13A),	  com	  valores	  máximos	  de	  1,84	  μg/μl	  para	  tampão	  
tris-­‐HCl	  (pH	  8,4).	  A	  análise	  dos	  perfis	  proteicos	  destes	  extractos	  (Fig.	  13B)	  em	  SDS	  PAGE,	  revelou	  um	  
perfil	  mais	   característico	   com	  a	  presença	  de	  uma	  banda	  de	  25kDa,	  quando	  o	   tampão	  de	  extracção	  
utilizado	  foi	  o	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4).	  Este	  facto	  foi	  também	  verificado	  por	  Western-­‐blot	  com	  o	  soro	  
com	   anticorpo	   policlonal	   anti-­‐NEP-­‐TC	   (Fig.	   11C),	   obtido	   nas	   condições	   descritas	   na	   secção	   2.3.	  
Sequencialmente,	   procedeu-­‐se	   a	   nova	   extracção	   por	   maceração	   em	   azoto	   líquido	   com	   tampão	  
acetato	  de	  sódio	  (pH	  5,0)	  (CNEA	  A	  e	  B)	  e	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)	  (CNET	  A	  e	  B),	  	  aos	  quais	  se	  adicionou	  
NaCl	  100	  mM	  (CNEA	  NaCl	  e	  CNET	  NaCl).	  Este	  novos	  extractos,	  não	  dialisados,	  e	  os	  seus	  precipitados	  
foram	   analisados	   por	   SDS-­‐PAGE	   12,5%	   e	  Western-­‐blot	   (Fig.	   14)	   sem	   que	   fosse	   detectada	   a	   banda	  
característica	  dos	  25	  kDa,	  associada	  à	  presença	  de	  NEP-­‐TC	  nos	  extractos	  dos	  precipitados.	  A	  figura	  15,	  
apresenta	   os	   perfis	   proteicos	   correspondentes	   aos	  mesmos	   extractos	   após	   diálise	   e	   concentração.	  
Verificou-­‐se	  uma	  redução	  da	  concentração	  de	  proteína	  total	  após	  diálise	  e	  um	  aumento	  relativo,	  para	  
o	   extracto	   obtido	   com	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	   8,4),	   após	   concentração	   das	   amostras	   (Fig.	   13A).	   Foi	  
também	  para	  este	  extracto,	  que	  o	  perfil	  proteico	  em	  SDS-­‐PAGE	  12,5%,	  evidenciava	  mais	  nitidamente	  
a	   presença	   da	   banda	   característica	   de	   25kDa	   da	   NEP-­‐TC	   (Fig.	   15A),	   especialmente	   após	   diálise	   e	  
concentração.	  Estas	  observações	  foram	  confirmadas	  pela	  marcação	  em	  Westen-­‐blot	  com	  o	  soro	  com	  
anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC	  (Fig.	  15C).	  
	   Os	   resultados	   observados	   permitiram	   definir	   a	   etapa	   seguinte	   do	   trabalho,	   na	   qual	   seria	  
necessário	  preservar	  a	  actividade	  da	  NEP-­‐TC,	  pelo	  que	  se	  realizou	  a	  extracção	  por	  maceração	  in	  vivo	  
(sem	  azoto	  líquido)	  com	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4),	  com	  adição	  de	  100	  mM	  de	  NaCl	  e	  20	  μg/ml	  de	  CLAP.	  
Nesta	  etapa	  obtiveram-­‐se	  extractos	  proteicos	  de	  CNE	  e	  CE	  de	  tamarilho	  e	  CNE	  de	  Arabidopsis	  de	  duas	  
linhas	  –	  wild	  type	  (AT	  WT)	  e	  knockout	  para	  o	  gene	  da	  proteína	  homóloga	  da	  NEP-­‐TC	  (AT	  KO).	  Para	  as	  
amostras	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  obtiveram-­‐se	  ainda	  extractos	  com	  tampão	  acetato	  de	  sódio	   (pH	  5,0)	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com	  NaCl	  100	  mM	  e	  20	  μg/ml	  de	  CLAP.	  Os	  extractos	  resultantes	  foram	  dialisados	  e	  quantificados.	  As	  
amostras	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  foram	  as	  que	  apresentaram	  as	  concentrações	  mais	  baixas	  (4,10	  μg/μl).	  
Valores	  cerca	  de	  5	  vezes	   inferiores	  à	  concentração	  das	  amostras	  de	  CE	  de	  tamarilho	  ou	  dos	  CNE	  de	  
Arabidopsis	  (Fig.	  16A).	  
 	   Todos	  os	  extractos	  foram	  sujeitos	  a	  SDS-­‐AGE	  12,5%	  para	  identificação	  dos	  perfis	  proteicos	  

















Figura	  13.	  Quantificação,	  perfis	  proteicos	  SDS-­‐PAGE	  e	  imunodetecção	  da	  NEP-­‐TC	  em	  extractos	  proteicos	  obtidos	  
por	  maceração	  com	  azoto	   líquido	  e	   três	   tampões	  de	  extracção.	   (A)	  Quantificação	  dos	  extractos	  proteicos	  pelo	  
teste	  de	  Bradford	  (absorvância	  lida	  a	  595	  nm).	  (B)	  Perfis	  proteicos	  SDS-­‐PAGE.	  Os	  extractos	  CNEA	  (1	  e	  2),	  obtidos	  
com	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  5,0),	  foram	  carregados	  com	  25	  e	  35	  	  μg	  de	  proteína.	  Os	  extractos	  CNEF	  (3	  e	  4),	  
extraídos	   com	   tampão	   fosfato	   de	   sódio	   (pH	   7,0)	   foram	   carregados,	   com	   25μg.	   Os	   extractos	   CNET	   (5	   e	   6),	  
extraídos	  com	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4),	  foram	  carregados,	  com	  25μg	  	  de	  proteína.	  Podemos	  verificar	  a	  presença	  
de	  uma	  banda	  proteica	   com	  25kDa	   (seta),	  mais	  evidentes	  em	  extractos	  obtidos	   com	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	  8,4),	  
característica	  de	  perfis	  proteicos	  de	  NEP-­‐TC	  obtidos	  a	  partir	  de	  CNE.	   (C)	   Imunodetecção	  por	  Western-­‐blot	  com	  
soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC.	  Evidenciada	  a	  banda	  de	  25kDa	  característica	  de	  perfis	  obtidos	  a	  partir	  de	  CNE.	  
Amostras	   Concentração	  de	  Proteína	  µg/µl	  
CNE	  Acetato	  de	  sódio	  pH	  5,0	  (CNEA)	  (A)	  -­‐	  1	   1,35	  
CNE	  Acetato	  de	  sódio	  pH	  5,0	  	  (CNEA)	  (B)	  -­‐	  2	   1,37	  
CNE	  Fosfato	  de	  sódio	  pH	  7,0	  (CNEF)	  (A)	  -­‐	  3	   1,55	  
CNE	  	  Fosfato	  de	  sódio	  pH	  7,0	  	  (CNEF)	  (B)	  -­‐	  4	   1,72	  
CNE	  Tris-­‐HCl	  pH8,4	  (CNET)	  (A)	  -­‐	  5	   1,83	  













































































Figura	   14.	   Perfis	   proteicos	   SDS-­‐PAGE	   	   e	   imunodetecção	   da	   NEP-­‐TC	   em	   extractos	   proteicos	   obtidos	   por	  
maceração	  com	  azoto	  líquido	  e	  dois	  tampões	  de	  extracção	  com	  adição	  de	  NaCl	  100	  mM.	  (A)	  Perfis	  proteicos	  SDS-­‐
PAGE.	  Todos	  os	  extractos	  foram	  carregados	  com	  25	  μg	  de	  proteína.	  Evidência	  para	  a	  	  banda	  proteica	  com	  25kDa	  
(seta),	  mais	  evidentes	  em	  extractos	  obtidos	  com	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4),	  particularmente	  com	  a	  adição	  de	  NaCl	  
100	  mM.	   (B)	   Imunodetecção	   por	  Western-­‐blot	   com	   soro	   com	   anticorpo	   anti-­‐NEP-­‐TC.	   Evidenciada	   a	   banda	   de	  
25kDa	  característica	  de	  perfis	  obtidos	  a	  partir	  de	  CNE.	  (C)	  	  Perfis	  proteicos	  SDS-­‐PAGE	  dos	  precipitados	  formados	  
em	   cada	   extracção	   após	   centrifugação.	   Por	   comparação	   com	   os	   perfis	   em	   (A),	   nota-­‐se	   a	   ausência	   da	   banda	  












































































































































Figura	   15.	   Perfis	   proteicos	   SDS-­‐PAGE	   	   e	   imunodetecção	   da	   NEP-­‐TC	   em	   extractos	   proteicos	   obtidos	   por	  
maceração	   in	   vivo,	   com	   tampão	   acetato	   de	   sódio	   (pH	   5,0)	   e	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	   8,4)	   com	   NaCl	   100	  mM.(A)	  
Quantificação	  em	  Nanodrop	  2000	  dos	  extractos	  proteicos	  obtidos	  em	  cada	  um	  dos	  tampões.	  Assinala-­‐se	  a	  maior	  
concentração	  obtida	  pós	  diálise	  e	  após	  concentração	  em	  centricon	  Millipore	  (6)	  (B)	  Perfis	  proteicos	  SDS-­‐PAGE.	  A	  
área	  assinalada	  representa	  aquela	  onde,	  supostamente	  se	  identificam	  os	  péptidos	  de	  25	  kDa,	  correspondentes	  à	  
NEP-­‐TC.	  Regista-­‐se	  a	  intensificação	  desta	  banda	  nos	  extractos	  CNET,	  após	  concentração	  (4).	  Esta	  observação	  foi	  
confirmada	  em	  (C)	  por	  	  imunodetecção	  por	  Western-­‐blot	  com	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC.	  Evidência	  para	  a	  	  
banda	   proteica	   com	   25kDa	   (seta),mais	   evidente	   em	   extracto	   CNET,	   após	   concentração	   (4).	   A	   amostra	   CNET	   S	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   8,65	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   Extracto	  pré	  diálise	  
(µg/µl)	  
Extracto	  pós	  diálise	  
(µg/µl)	  
CNET	   5,91	   4,10	  
CNEA	   6,19	   3,15	  
CE	  	   24,27	   23,57	  
AT	  WT	   32,68	   19,77	  

















































































































































Figura	  16	  Perfis	  proteicos	  SDS-­‐PAGE	  	  e	  imunodetecção	  da	  NEP-­‐TC	  em	  extractos	  proteicos	  obtidos	  por	  maceração	  
in	  vivo,	  com	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  5,0)	  e	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)	  com	  NaCl	  100	  mM.	  (A)	  Quantificação	  
por	  Nanodrop	  2000	  dos	  extractos	  proteicos	  obtidos	  a	  partir	  de	  CNE	  e	  embriogénicos	  de	  tamarilho,	  com	  tampão	  
tris-­‐HCl	   (pH	  8,4)	   (CNET)	  e	   tampão	  acetato	  de	  sódio	   (pH	  5,0)	   (CNEA)	  e	  CNE	  de	  Arabidopsis	  wild	   type	   (AT	  WT)	  e	  
knockout	   para	   a	   RNA	  Mtase	   (AT	   KO),	   antes	   e	   após	   a	   ocorrência	   de	   diálise	   contra	   Tris-­‐HCl	   100mM	  pH	   8,0.	   (B)	  	  
Perfis	  proteicos	  SDS-­‐PAGE	  antes	  (B1)	  e	  depois	  de	  diálise	  (B2).	  Todos	  os	  extractos	  foram	  carregados	  com	  100	  μg	  
de	  proteína,	  com	  excepção	  dos	  extractos	  de	  CNE	  extraídos	  com	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  5,0)	  (CNEA	  80)	  e	  o	  
extracto	   de	   CNET	   80,	   ambos	   carregados	   com	   80μg.	   A	   área	   assinalada	   identifica	   os	   péptidos	   de	   25	   kDa,	  
supostamente	   correspondentes	   à	   NEP-­‐TC.	   A	   amostra	   CNET	   S	   funciona	   como	   controlo	   do	   perfil	   proteico	  
característico	  da	  NEP-­‐TC.	   (C)	  Confirmação	  por	   imunodetecção	  por	  Western-­‐blot	   com	   soro	   com	  anticorpo	  anti-­‐
NEP-­‐TC,	   de	   estratos	   antes	   (C1)	   e	   depois	   (C2)	   da	   diálise.	   Evidência	   para	   a	   	   banda	   proteica	   com	  25kDa	   na	   área	  
assinalada,	   em	  extractos	   de	  CNE	  de	   tamarilho	   em	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	  8,4)	   (CNET	  100	   e	   CNET	  80).	   A	   amostra	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5.2 Caracterização	  da	  actividade	  de	  metiltransferase	  em	  extractos	  proteicos	  
totais	  
	  
Na	  sequência	  dos	  trabalhos	  descritos	  na	  secção	  anterior,	  definiu-­‐se	  um	  protocolo	  de	  extracção	  
de	  proteínas	  capaz	  de	  preservar	  a	  sua	  funcionalidade,	  bem	  como	  uma	  concentração	  adequada	  para	  a	  
caracterização	   da	   actividade	   de	   metiltransferase	   (MTase)	   dos	   extractos	   proteicos	   das	   diversas	  
amostras	  e	  mais	  particularmente	  das	  amostras	  de	  CNE	  de	  tamarilho.	  
Começou	  por	   se	   realizar	  um	  ensaio	   cinético	   com	  o	  kit	  para	  a	   avaliação	  da	  actividade	  MTase	  
baseado	  na	  leitura	  da	  absorvância.	  Neste	  ensaio	  utilizaram-­‐se	  os	  extractos	  obtidos	  a	  partir	  de	  CNE	  de	  
tamarilho	   com	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	   8,4)	   (CNET)	   e	   tampão	   acetato	   de	   sódio	   (pH	   5,0)	   (CNEA),	   com	  
diferentes	  quantidades	  de	  RNA	  (1,5	  e	  3	  μM)	  como	  substrato	   (Fig.	  17).	  Os	  resultados	  demonstraram	  
reduzida	  actividade	  em	  extractos	  obtidos	  com	  o	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  5,0),	  relativamente	  aos	  
valores	  de	  actividade	  obtidos	  com	  o	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4).	  Para	  ambos	  os	  tampões	  de	  extracção	  
testados,	   a	   quantidade	   de	   substrato	   utilizada	   não	   influenciou	   proporcionalmente	   a	   velocidade	   da	  
reacção,	  nem	  a	  sua	  actividade	  específica.	  Para	  CNET,	  extracto	  em	  que	  a	  actividade	  registada	  atingiu	  
valores	   enquadrados	   nos	   valores	   da	   curva	   padrão,	   a	   actividade	   específica	   foi	   de	   0,125	   μmol	  
produto/min/mg	  proteína	  para	  3	  μM	  de	  substrato	  e	  0,110	  μmol	  produto	  /min/mg	  proteína	  para	  1,5	  
μM	  do	  mesmo	  substrato.	  
Os	  extractos	  utilizados	  no	  segundo	  ensaio	  foram	  aqueles	  caracterizados	  anteriormente	  (ponto	  
3.1).	  Assim,	  nos	  ensaios	  cinéticos,	  pôde	  comparar-­‐se	  a	  actividade	  específica	  de	  MTase	  de	  extractos	  
proteicos	  obtidos	  de	  calos	  não	  embriogénicos	  (CNE	  T)	  e	  embriogénicos	  (CE	  T)	  de	  tamarilho	  com	  calos	  
não	  embriogénicos	  de	  Arabidopsis	  thaliana	  obtidos	  de	  plantas	  wild	  type	  (ATWT)	  e	  knockout	  para	  o	  
gene	  da	  proteína	  heteróloga	  da	  NEP-­‐TC	  (ATKO)	  (Figura	  18).	  Neste	  ensaio	  verificou-­‐se	  que	  a	  velocidade	  
da	  reacção	  e	  actividade	  específica	  de	  RNA	  MTase	  é	  superior	  em	  extractos	  CNE	  T	  relativamente	  a	  
todos	  os	  outros	  (1215,8	  RFU/min/mg	  proteína).	  Verificou-­‐se	  ainda	  que	  o	  extracto	  ATKO	  apresentou	  
uma	  actividade	  específica	  de	  RNA	  MTase	  de	  419,25	  RFU/min/mg	  proteína	  contra	  340,28	  RFU/min/mg	  
proteína	  relativa	  ao	  extracto	  ATWT.	  No	  ensaio	  end-­‐point,	  comparou-­‐se	  a	  actividade	  dos	  mesmos	  
extractos	  do	  ensaio	  cinético,	  e	  dos	  extractos	  obtidos	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  com	  o	  tampão	  acetato	  de	  
sódio	  (pH	  5,0)	  (CNE	  A	  Fig.	  19).	  Mais	  uma	  vez	  verificou-­‐se	  que	  a	  actividade	  RNA	  MTase	  máxima	  foi	  
regista	  em	  extractos	  CNE	  T	  (CNET	  100μg_RNA_1,5μM)	  -­‐	  12,01	  RFU,	  comparativamente	  com	  os	  
restantes	  extractos.	  A	  actividade	  de	  CE,	  ATWT	  e	  ATKO	  foi	  sempre	  inferior	  (8,03;	  6,89	  e	  6,46	  RFU	  














Figura	   17.	   Avaliação	   da	   actividade	   de	  metiltransferase	   da	  NEP-­‐TC	   com	   o	   Kit	   CBA096	   SAM	  Methyltransferase	  
Assay	  da	  Calbiochem-­‐	  Merck	  Millipore	  (A)	  Ensaio	  cinético	  da	  actividade	  metiltransferase	  (108	  min)	  dos	  extractos	  
proteicos	  obtidos	  CNE	  com	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)(CNET)	  e	  acetato	  de	  sódio	  pH	  5,0	  (CNEA),com	  3μM	  e	  1,5μM	  e	  
de	  RNA	  total	   (substrato	  da	  reacção)	  da	  respectiva	  planta.	  Todos	  os	  extractos	  continham	  100	  μg	  de	  proteína.	  O	  
controlo	  positivo	  (Ctrl	  +)	  foi	  preparado	  de	  acordo	  com	  as	  instruções	  do	  Kit.	  Verifica-­‐se	  uma	  maior	  actividade	  em	  
extractos	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  extraídos	  com	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,4.	  (B)	  Resultados	  do	  ensaio	  cinético,	  com	  avaliação	  da	  
velocidade	  da	  actividade	  enzimática	  (Δ[produto]	  μmol/	  Δmin)	  bem	  como	  a	  actividade	  específica	  de	  MTase	  (μmol	  








Figura	   18.	   Avaliação	  da	  actividade	  de	  metiltransferase	  da	  NEP-­‐TC	   com	  o	  Kit	  Methyltransferase	  Activity	  Kit	  da	  
Enzo	  Life	  Sciences.	  (A)	  Ensaio	  cinético	  da	  actividade	  de	  metiltransferase	  (durante	  40	  min)	  dos	  extractos	  proteicos	  
obtidos	  CNE	  (CNE	  T)	  e	  CE	  de	  tamarilho	  e	  CNE	  de	  A.	  thaliana	  obtidos	  de	  plantas	  wild	  type	  (ATWT)	  e	  knockout	  para	  
o	  gene	  da	  proteína	  heteróloga	  da	  NEP-­‐TC	  (ATKO),	  adicionados	  com	  3μM	  de	  RNA	  total	  (substrato	  da	  reacção)	  da	  
respectiva	  planta.	  Todos	  os	  extractos	  apresentam	  100	  μg	  de	  proteína.	  Verifica-­‐se	  uma	  maior	   fluorescência	  em	  
extractos	   obtidos	   de	   CNE	   de	   tamarilho.	   (B)	   Resultados	   do	   ensaio	   cinético,	   com	   avaliação	   da	   velocidade	   da	  
actividade	  enzimática	   (ΔRFU/	  Δmin)	  bem	  como	  a	  actividade	  específica	   (RFU/min/mg	  de	  proteína).	  Verificamos	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Figura	   19.	   Avaliação	  da	  actividade	  de	  metiltransferase	  da	  NEP-­‐TC	   com	  o	  Kit	  Methyltransferase	  Activity	  Kit	  da	  
Enzo	   Life	   Sciences	   em	   ensaio	  end-­‐point	   ao	   fim	   de	   120	  minutos.	   Podem	  observar-­‐se	   os	   valores	   de	   emissão	   de	  
fluorescência	  em	  extractos	  obtidos	  de	  CNE	  com	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)	  (CNET)	  e	  com	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  
(pH	   5,0)	   (CNEA),	   com	   diferentes	   quantidades	   de	   proteína	   e	   substrato.	   Observamos	   ainda	   extractos	   de	   CE	   de	  
tamarilho	   com	   CNE	   de	  Arabidopsis	  obtidos	   de	   plantas	  wild	   type	   (ATWT)	   e	   knockout	   para	   o	   gene	   da	   proteína	  
heteróloga	   da	   NEP-­‐TC	   (ATKO),	   com	   diferentes	   quantidades	   de	   substrato.	   Os	   resultados	   mostram	   uma	   maior	  
actividade	  dos	  extractos	  de	  CNE	  obtidos	  em	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)	  e	  acetato	  de	  sódio	  pH	  5,0	  relativamente	  aos	  
restantes,	  independentemente	  da	  concentração	  da	  enzima	  e	  do	  substrato.	  
5.3 Imunolocalização	  da	  expressão	  da	  NEP-­‐TC	  
	  
Para	   imunolocalização	  da	  NEP-­‐TC	  obtiveram-­‐se	  secções	  semi-­‐finas	  de	  calo	  não	  embriogénico	  
(CNE)	   e	   embriogénico	   (CE),	   de	   acordo	   com	   o	   procedimento	   descrito	   em	   2.3.	   Com	   a	   finalidade	   de	  
caracterizar	   a	   nível	   celular	   cada	  um	  dos	  materiais	   fez-­‐se	  uma	   coloração	  prévia	   de	   algumas	   secções	  
com	  azul	  de	  toluidina	  (Fig.	  20).	  
Pôde	  verificar-­‐se	  uma	  evidente	  diferença	   celular	  entre	  os	  dois	   tipos	  de	   tecido.	  As	   células	  do	  
CNE	   (Figs.	   20	   A-­‐C),	   são	   grandes,	   bastante	   vacuolizadas,	   sendo	   o	   restante	   conteúdo	   celular	   muito	  
reduzido.	  
As	   células	   do	   CE	   (Figs.	   20	   D-­‐F),	   por	   sua	   vez,	   apresentam	   um	   citoplasma	   denso,	   com	   uma	  
elevada	  relação	  núcleo/citoplasma,	  sendo	  por	  vezes	  observáveis	  células	  em	  mitose.	  Em	  alguns	  destes	  
calos,	   observaram-­‐se	   também	   células	   mais	   vacuolizadas	   (Fig.	   20	   F),	   semelhantes	   às	   do	   CNE.	   Os	  
	   48	  
ensaios	   de	   imunolocalização	   realizados	   permitiram	   verificar	   que	   as	   secções	   incubadas	   com	   o	   soro	  
com	   anticorpo	   anti-­‐NEP-­‐TC	   com	   uma	   diluição	   de	   1:200	   eram	   aquelas	   em	   que	   se	   conseguia	   uma	  
melhor	   relação	   entre	   a	   marcação	   observada	   e	   o	   background	   detectado.	   De	   facto,	   todos	   os	  
tratamentos	  com	  o	  soro	  anti	  NEP-­‐TC	  apresentaram	  diferentes	  níveis	  de	  background,	  que	  eram	  mais	  
reduzidos	  para	  maiores	  diluições	  do	  soro	  (dados	  não	  apresentados).	  A	  observação	  dos	  cortes	  de	  CNE	  
e	  CE	  incubados	  com	  soro	  como	  	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC	  e	  com	  marcação	  secundária	  com	  Alexa	  Fluor	  
488,	  permite	  visualizar	  uma	  marcação	  distinta	  entre	  os	  dois	  tipos	  de	  tecidos.	  Em	  CNE	  (Fig.	  21	  A	  e	  B1),	  
a	  marcação	  aparece	  distinta	  na	  região	  citoplasmática,	  em	  particular	  nas	  regiões	  próximas	  do	  núcleo.	  
Os	   controlos	   negativos,	   quer	   por	   incubação	   com	   o	   soro	   pré-­‐imune,	   quer	   por	   omissão	   da	  
incubação	  com	  o	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC,	  realizados	  para	  CNE	  (dados	  não	  apresentados)	  e	  CE	  








































Figura	  20.	  	  Observação	  ao	  microscópio	  de	  campo	  claro,	  de	  secções	  de	  CNE	  (A)	  e	  de	  CE	  (B-­‐D),	  corados	  com	  azul	  
de	  toluidina.	  Nota-­‐se	  o	  volume	  dos	  vacúolos	  (V),	  que	  reduzem	  o	  volume	  do	  restante	  conteúdo	  celular,	  
nomeadamente	  o	  núcleo	  (N).	  Em	  (D)	  podemos	  observar	  duas	  regiões	  no	  CE.	  Em	  F1,	  uma	  região	  mais	  periférica	  
com	  organização	  similar	  às	  anteriores,	  em	  intensa	  actividade	  proliferativa,	  enquanto	  que	  em	  F2	  observamos	  uma	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Figura	  21.	  Imunolocalização	  da	  expressão	  da	  NEP-­‐TC	  em	  secções	  de	  CNE	  (A,B,C,D)	  e	  CE	  (E,F,G,H).	  Em	  (A),	  (C),	  (F)	  
cortes	   tratados	   com	   soro	   com	   anticorpo	   anti-­‐NEP	   (1:200)	   e	   (H)	   sem	   tratamento	   do	   referido	   soro	   (controlo	   -­‐).	  
Todos	   foram	   incubados	   com	  e	  Alexa	   Fluor	   488	   (1:500).Em	   (B),	   (D),	   (G),	   (I)	   observação	  dos	  mesmos	   cortes	   em	  
transmissão.	  Assinala-­‐se	  uma	  marcação	  mais	  intensa	  (	  	  	  	  	  	  ),	  correspondente	  a	  uma	  possível	  marcação	  da	  presença	  
de	  NEP-­‐TC,	  em	  particular	  na	  região	  citoplasmática	  em	  torno	  do	  núcleo.	  Nos	  cortes	  (F)	  e	  (H)	  verifica-­‐se	  a	  ausência	  
de	  um	  padrão	  de	  marcação.	  De	  referir	  que	  em	  observações	  de	  cortes	  de	  CNE	  sem	  tratamento	  com	  o	  soro	  com	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6.1 Optimização	  dos	  processos	  de	  extracção	  da	  NEP-­‐TC	  a	  partir	  de	  calos	  não	  
embriogénicos.	  
 
Numa	  primeira	  abordagem,	  era	  essencial	  optimizar-­‐se	  o	  protocolo	  de	  extracção	  de	  proteínas	  a	  
partir	   de	   calos	   não	   embriogénicos	   (CNE)	   e	   embriogénicos	   (CE),	   que	   permitisse	   a	   obtenção	   de	   uma	  
quantidade	   de	   proteína	   adequada,	   sem	   comprometer	   a	   sua	   actividade,	   para	   a	   caracterização	  
funcional	  da	  NEP-­‐TC.	  	  
Em	  trabalhos	  anteriores[36],	  os	  protocolos	  de	  extracção	  envolveram	  a	  precipitação	  de	  proteínas	  
com	  TCA/acetona	  e	  maceração	  em	  azoto	  líquido,	  seguida	  de	  solubilização	  das	  proteínas	  precipitadas.	  
Este	  método	  não	  permite	  a	  manutenção	  da	  actividade	  catalítica	  do	  extracto	  proteico	  obtido,	  o	  que	  
justificou	  a	  necessidade	  de	  optimização	  de	  extractos	  proteicos	  totais	  não	  desnaturantes.	  
Começou-­‐se	   por	   macerar	   o	   material	   com	   um	   conjunto	   de	   três	   tampões	   de	   extracção	   de	  
propriedades	   distintas,	   no	   sentido	   de	   identificar	   aquele	   que	   melhor	   conjugava	   as	   duas	   vertentes	  
pretendidas.	   Analisaram-­‐se	   depois	   os	   perfis	   proteicos	   em	   SDS-­‐PAGE	   12,5%,	   de	   forma	   a	   avaliar	   a	  
presença	  de	  uma	  banda	  característica	  de	  25	  kDa,	   já	  anteriormente	  descrita[39]	  como	  específica	  para	  
CNE,	  sendo	  a	  sua	  presença	  confirmada	  por	  imunodetecção	  por	  Western-­‐blot	  com	  soro	  com	  anticorpo	  
anti-­‐NEP-­‐TC.	  Utilizou-­‐se	  como	  referência	  um	  extracto	  obtido	  de	  acordo	  com	  a	  metodologia	  descrita	  
em	  trabalhos	  anteriores	  com	  CNE	  de	  tamarilho	  (CNET	  S)[36].	  
Os	   resultados	   obtidos	   em	   cada	   etapa	   de	   optimização	   direccionaram	   para	   um	   conjunto	   de	  
condições	  de	  extracção	  que	  passou	  pela	  adição	  de	  100mM	  de	  NaCl	  aos	  tampões	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  
5,0)	   e	   tris-­‐HCl	   (pH	   8,4),	   de	   forma	   a	   estabilizar	   a	   estrutura	   proteica.	   Analisaram-­‐se	   também	   os	  
precipitados	  resultantes	  da	  centrifugação	  dos	  extractos	  proteicos,	  de	  forma	  a	  verificar	  a	  presença	  de	  
NEP-­‐TC.	  
Com	   referido	   anteriormente,	   o	   perfil	   mais	   característico	   de	   CNE	   está	   patente	   quando	   o	  
tampão	  utilizado	  é	  o	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)	  com	  NaCl,	  estando	  este	  facto	  evidenciado	  na	  presença	  
de	  uma	  banda	  de	  25	  kDa	  mais	  carregada	  no	  perfil	  proteico	  em	  SDS-­‐PAGE,	  confirmada	  por	  Western-­‐
blot.	  Verificou-­‐se	  ainda	  que	  no	  pellet	  não	  foi	  encontrada	  qualquer	  evidência	  da	  presença	  de	  NEP-­‐TC,	  o	  
que	  permitiu	  concluir	  que	  essa	  enzima	  estaria	  totalmente	  solúvel	  e	  a	  ser	  transferida	  para	  o	  extracto	  
sobrenadante.	  
Assim,	  modificaram-­‐se	   as	   condições	  de	  maceração	  do	  material.	  Uma	  vez	  que	  o	  material	   em	  
estudo	  é	  constituído	  por	  células	  muito	  vacuolizadas	  e	  em	  que	  as	  paredes	  celulares	  não	  apresentam	  
crescimento	   secundário,	   tendo	   maioritariamente	   paredes	   celulósica-­‐pécticas	   finas,	   oferecendo	  
portanto	  baixa	  resistência,	  realizou-­‐se	  a	  sua	  maceração	  sem	  recurso	  a	  azoto	  líquido.	  Este	  material	  foi	  
dialisado	   e	   concentrado	   para	   que	   se	   conseguisse	   aumentar	   a	   presença	   relativa	   de	   proteína	   no	  
extracto	  final	  obtido,	  eliminando	  muitos	  dos	  resíduos	  contaminantes.	  Alterou-­‐se	  ainda	  o	  método	  de	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quantificação	  da	  proteína,	  uma	  vez	  que	  os	  resultados	  obtidos	  com	  o	  teste	  de	  Bradford	  se	  mostraram	  
menos	  consistentes	  que	  os	  obtidos	  com	  a	  leitura	  em	  Nanodrop.	  
Através	  destes	  procedimentos,	  optimizaram-­‐se	  as	  condições	  para	  a	  extracção	  de	  proteínas	  em	  
CNE:	  maceração	  in	  vivo	  com	  utilização	  de	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)	  com	  NaCl.	  	  
Numa	  fase	  seguinte	   interessava	  preparar	  o	  material	  a	  ser	  utilizado	  nos	  ensaios	  de	  actividade	  
subsequentes.	  Decidiu-­‐se	   incluir	  extractos	  obtidos	  a	  partir	  de	  CNE	  e	  CE	  de	   tamarilho	  bem	  como	  de	  
CNE	  de	  Arabidopsis	  wild	  type	  (AT	  WT)	  e	  knock-­‐out	  (AT	  KO)	  para	  o	  gene	  heterólogo	  da	  NEP-­‐TC	  (Tabela	  
1).	   A	   utilização	   dos	   extractos	   de	  Arabidopsis	   justificou-­‐se	   pelo	   facto	   de,	   nesta	   espécie,	   terem	   sido	  
identificadas	  várias	  metiltransferases	  (ver	  Fig.	  6)	  com	  domínios	  conservados	  característicos	  da	  família	  
SpoU	  de	  RNA	  metiltransferases	  da	  qual	  fará	  parte	  a	  NEP-­‐TC[36],	  o	  que	  lhes	  conferia	  uma	  importância	  
comparativa	  com	  os	  extractos	  de	  CNE	  de	  tamarilho,	  no	  que	  respeita	  à	  actividade	  enzimática.	  	  
	  A	  utilização	  de	  extractos	  proteicos	  de	  CE	  de	  tamarilho	  justifica-­‐se	  na	  medida	  em	  que	  um	  dos	  
objectivos	   deste	   trabalho	   é	   associar	   a	   presença	   da	   NEP-­‐TC	   à	   indução	   da	   embriogénese	   somática.	  
Como	   está	   demonstrado,	   a	   presença	   desta	   enzima	   é	   mais	   significativa	   nos	   primeiros	   tempos	   de	  
desenvolvimento	  de	  CNE	   relativamente	   a	  CE[36].	   Interessa	  portanto	   verificar	   se	   este	   facto	   se	   traduz	  
numa	  alteração	  da	  actividade	  de	  metilação	  de	  RNA.	  	  	  
	   Na	  análise	  dos	  perfis	  proteicos	  em	  SDS-­‐PAGE,	  assinala-­‐se	  a	  presença,	  nos	  extractos	  pré	  e	  pós	  
diálise,	   da	   banda	   de	   25	   kDa,	   característica	   dos	   CNE,	   nos	   extractos	   de	   CNET.	   A	   sua	   presença	   é	  
confirmada	  por	  imunodetecção	  em	  Western-­‐blot	  (Fig.	  16C)	  Encontramos	  também	  esta	  banda,	  apesar	  
de	  menos	  evidente,	  no	  extracto	  ATKO	  em	  SDS-­‐PAGE,	  mas	  neste	  caso	  a	  sua	  presença	  não	  é	  confirmada	  
em	  Western-­‐blot	   com	   soro	   com	   anticorpo	   anti-­‐NEP-­‐TC,	   o	   que	   poderá	   indicar	   a	   presença	   de	   uma	  
proteína	  de	  peso	  semelhante	  NEP-­‐TC	  neste	  extracto.	  	  
	   A	  comparação	  dos	  extractos	  de	  CNE	  de	  tamarilho	  obtidos	  com	  tampão	  acetato	  de	  sódio	  (pH	  
5,0)	   e	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	   8,4)	   permitiu	   ainda	   verificar	   a	   diferente	   solubilidade	   das	   proteínas	   para	  
diferentes	   valores	   de	   pH.	   O	   tampão	   tampão	   tris-­‐HCl	   (pH	   8,4)	   permitiu	   sempre	   a	   obtenção	   de	  
extractos	  com	  concentrações	  mais	  elevadas	  de	  proteína	  total,	  bem	  como	  uma	  maior	  intensidade	  da	  
banda	  de	  25	  kDa,	  correspondente	  à	  NEP-­‐TC,	  nos	  Western-­‐blots	  correspondentes.	  
Concluindo,	   pode	  dizer-­‐se	  que	   as	   condições	  de	  extracção	  mais	   adequadas	  para	  CNE	  e	  CE	   se	  
encontram	  reunidas	  quando	  se	  utiliza	  o	  tampão	  tampão	  tris-­‐HCl	  (pH	  8,4)+NaCl	  com	  maceração	  in	  vivo.	  
A	   diálise	   posterior	   dos	   extractos	   revelou-­‐se	   como	   importante,	   particularmente	   em	   CE	   e	   CNE	   de	  
Arabidopsis.	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6.2 Caracterização	  da	  actividade	  da	  NEP-­‐TC	  –	  Uma	  possível	  metiltransferase	  
de	  RNA	  
 
O	  objectivo	  principal	  deste	  trabalho	  era	  a	  caracterização	  da	  actividade	  da	  NEP-­‐TC	  como	  uma	  
metiltransferase	   de	   RNA	   (RNA	  MTase)	   dependente	   de	   SAM	   –	   família	   SpoU.	   Esta	   tarefa	   definiu-­‐se	  
como	   bastante	   complexa,	   pelo	   facto	   de	   se	   encontrarem	   descritas	   várias	  metiltransferases	   de	   RNA	  
dependentes	  de	  SAM	  em	  cada	  indivíduo	  (por	  exemplo	  em	  Arabidopsis	  encontram-­‐se	  descritas	  cinco	  
RNA	  MTases)	   e	   pelo	   facto	   de	   algumas	   RNA	  MTases	   dependentes	   de	   SAM	  poderem	   transferir	   para	  
ácidos	   nucleicos	   ou	   proteínas	   outros	   grupos	   que	   não	   o	  metilo[54].	   Para	   além	  disto,	   são	   escassos	   os	  
ensaios	  deste	  tipo	  realizados	  em	  eucariotas,	  em	  particular	  em	  plantas[54,55].	  
A	   avaliação	   da	   actividade	  MTase	   da	   família	   de	   enzimas	   onde	   se	   enquadra	   a	   NEP-­‐TC	   (SpoU)	  
encontra-­‐se	  ainda	  numa	  fase	  muito	  inicial,	  sendo	  a	  maioria	  dos	  ensaios	  de	  actividade	  realizados	  em	  
modelos	   metabolicamente	   bastante	   distintos	   das	   plantas,	   nomeadamente	   em	   Escherichia	   coli[55].	  
Estudos	   evolutivos	   desta	   família	   de	   enzimas	   têm	   mostrado	   que	   homologias	   de	   sequências	   não	  
correspondem	   obrigatoriamente	   a	   uma	   homologia	   funcional,	   em	   que	   enzimas	   hipoteticamente	  
MTases	   participam	   em	   processos	   metabólicos	   muito	   distintos[45].	   Estes	   factos	   recomendam	   um	  
aprofundamento	  dos	  estudos	  de	  actividade	  destas	  enzimas	  que	  suporte	  a	  identificação	  estrutural[45].	  
Para	  esta	  família	  a	  bibliografia	  recomenda	  a	  associação	  de	  métodos	  de	  avaliação	  da	  actividade	  
que	   assentem	   na	   avaliação	   conjunta	   da	   absorvância	   e	   da	   fluorescência,	   para	   uma	   mais	   fidedigna	  
validação	  dos	  resultados[54].	  
Com	  base	  nas	  metodologias	  descritas	  na	  literatura,	  foram	  realizados	  dois	  tipos	  de	  ensaios	  com	  
princípios	  semelhantes	  mas	  meios	  de	  avaliação	  distintos[54].	  Em	  ambos	  os	  ensaios,	  a	  base	  da	  avaliação	  
da	   actividade	   de	   metiltransferase	   centrou-­‐se	   na	   detecção,	   por	   absorvância	   ou	   fluorescência,	   da	  
formação	  de	  SAH,	  produto	  da	  transferência	  do	  grupo	  metilo	  para	  RNA	  com	  participação	  do	  SAM,	  ou	  
de	  um	  seu	  derivado.	  	  
No	  primeiro	  ensaio,	  avaliou-­‐se	  a	  actividade	  de	  metiltransferases	  através	  da	  absorvância	   (595	  
nm).	   Verificou-­‐se	   que	   a	   actividade	   de	   MTase	   foi	   superior	   em	   extractos	   CNET	   relativamente	   aos	  
extractos	  CNEA.	  Nos	  primeiros,	  a	  actividade	  foi	   ligeiramente	  superior	  quando	  foi	  fornecido	  3	  μM	  de	  
RNA	   total	  de	   tamarilho,	   apesar	  de	  aparentemente,	   esta	  quantidade	  de	  RNA	   total	  não	   ter	   tido	  uma	  
consequência	  determinante	  na	  actividade	  de	  MTase.	  Os	  valores	   registados	  para	  o	  controlo	  positivo	  
estão	   de	   acordo	   com	   a	   bibliografia	   do	   KIT	   CBA096	   SAM	  Methyltransferase	   Assay	   da	   Calbiochem-­‐	  
Merck	   Millipore.	   Comprovou-­‐se	   que	   o	   protocolo	   de	   extracção	   para	   tamarilho	   seguido	   para	   a	  
obtenção	   dos	   extractos	   CNET	   permitiu	   a	   obtenção	   de	   um	   perfil	   proteico	   com	  maior	   actividade	   de	  
MTase.	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Apesar	   disto,	   a	   actividade	  detectada,	  mesmo	  nos	   extractos	   CNET,	   foi	   relativamente	   baixa,	   o	  
que	   coloca	   questões	   quando	   ao	   tipo	   de	   substrato	   fornecido	   e	   quantidade	   de	   NEP-­‐TC	   presente	   no	  
extracto.	  
No	  segundo	  ensaio,	  a	  avaliação	  da	  actividade	  de	  MTase	  baseou-­‐se	  na	  avaliação	  da	  emissão	  da	  
fluorescência,	   com	  maior	   sensibilidade	   para	   a	   avaliação	   desta	   actividade	   específica.	   Neste	   ensaio,	  
para	  além	  dos	  extractos	  de	  CNET,	  incluíram-­‐se	  os	  extractos	  CE,	  ATWT	  e	  ATKO,	  de	  forma	  a	  clarificar	  o	  
papel	  da	  NEP-­‐TC	  como	  RNA	  MTase.	  	  
No	   ensaio	   cinético,	   verificaram-­‐se	   resultados	   semelhantes	   ao	   ensaio	   anterior.	   Os	   extractos	  
CNET	  mostraram	  mais	  actividade	  relativamente	  a	  todos	  os	  outros,	  o	  que	  prefigura	  a	  possibilidade	  de	  
essa	  maior	  actividade	  de	  RNA	  MTase	  detectada	  estar	  associada	  à	  presença	  mais	  evidente	  da	  NEP-­‐TC	  
nestes	   extractos.	   Também	  neste	   ensaio,	   à	   semelhança	  do	   anterior,	   verificamos	  uma	  progressão	  da	  
actividade	  relativamente	  baixa,	  o	  que	  recoloca	  as	  questões	  quando	  ao	  tipo	  de	  substrato	  fornecido	  e	  
quantidade	   de	   NEP-­‐TC	   presente	   no	   extracto.	   Assinala-­‐se	   a	   actividade	   verificada	   no	   extracto	   ATKO,	  
superior	  ao	  extracto	  ATWT	  até	  aos	  40	  min.	  	  
No	   ensaio	  end-­‐point,	   verificaram-­‐se	   resultados	   semelhantes	   ao	   ensaio	   cinético.	  Os	   extractos	  
CNET	  mantêm	  consistentemente	  um	  registo	  de	  maior	  actividade,	  em	  particular	  para	  uma	  quantidade	  
de	  100	  μg	  de	  proteína	  para	  1,5	  μM	  de	  RNA	   total.	  Assinala-­‐se,	  mais	  uma	  vez,	   o	   valor	  de	   actividade	  
registado	  para	  ATKO	  relativamente	  ao	  extracto	  ATWT.	  
Perante	   estes	   factos,	   pode	   reafirmar-­‐se	   que,	   nas	   condições	   de	   extracção	   utilizadas,	   os	  
extractos	  de	  CNET	  apresentam	  sempre	  uma	  maior	  actividade	  de	  RNA	  MTase	  relativamente	  a	  todos	  os	  
outros.	  Essa	  actividade	  é	  maior	  quando	  a	  quantidade	  de	  proteína	  fornecida	  é	  de	  100	  μg	  para	  1,5	  μM	  
de	  RNA	  total.	  Quando	  esta	  relação	  de	  proteína/substrato	  é	  ultrapassada,	  verificamos	  que	  não	  há	  um	  
aumento	  da	  actividade	  de	  metilação	  registada,	  o	  que	  coloca	  a	  possibilidade	  de	  se	  atingir	  um	  ponto	  de	  
saturação	  da	  actividade	  enzimática.	  Desta	  forma,	  é	  reforçada	  a	  possibilidade	  da	  NEP-­‐TC	  ser	  realmente	  
uma	  RNA	  MTase,	  sendo	  o	  sua	  actuação	  mais	  evidente	  em	  extractos	  de	  CNE.	  Os	  valores	  registados	  em	  
extractos	   CE	   são	   compatíveis	   com	   estudos	   anteriores[36],	   podendo	   resultar	   de	   um	   aumento	   da	  
actividade	  de	  RNA	  MTase	  em	  estádios	  mais	  adiantados	  do	  desenvolvimento.	  
A	  baixa	  actividade	  detectada	  transversalmente	  pode	  estar	  relacionada	  com	  o	  facto	  de	  o	  RNA	  
fornecido	  ser	  o	  RNA	  total	  da	  extracção	  e	  não	  o	  tRNA	  e	  rRNA,	  substratos	  específicos	  para	  a	  família	  de	  
RNA	  MTases	  dependentes	  de	  SAM	   (SpoU)[44,54,55,56],	  da	  qual	   fará	  parte	  a	  NEP-­‐TC.	  Devemos	   também	  
considerar	  o	  facto	  de	  o	  RNA	  ser	  uma	  molécula	  instável	  fora	  do	  contexto	  citosólico,	  muito	  susceptível	  
à	  actividade	  de	  RNases[54].	  	  
Por	   outro	   lado,	   a	   quantidade	   de	   NEP-­‐TC	   presente	   no	   extracto	   proteico	   não	   foi	   confirmada,	  
uma	  vez	  que	  a	  extracção	  não	  é	  específica	  para	  essa	  enzima.	  Este	  facto	  demonstra	  a	  necessidade	  de,	  
em	   trabalhos	   futuros,	   ser	   seguido	   um	   procedimento	   que	   conduza	   à	   produção	   da	   proteína	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recombinante,	  para	  que	  assim	  possa	  ser	  avaliada	  a	  actividade	  específica	  da	  enzima	  e	  não	  do	  extracto	  
proteico.	  
Os	  resultados	  com	  extractos	  ATKO	  e	  ATWT	  levantam	  questões	  relativamente	  ao	  silenciamento	  
da	  actividade	  da	  proteína	  heteróloga	  da	  NEP-­‐TC	  em	  extractos	  ATKO.	  Como	  foi	  descrito	  anteriormente	  
nesta	   tese,	   foram	   descritas	   várias	   RNA	  MTases	   	   em	  Arabidopsis,	  o	   que	   pode	   justificar	   o	   facto	   de	   ,	  
apesar	   de	   haver	   o	   silenciamento	   de	   um	   gene	   produtor	   de	   uma	   delas,	   não	   se	   verificar	   um	   grande	  
redução	  da	  actividade	  total.	  Não	  devemos	  também	  desprezar	  os	  efeito	  sinérgico	  que	  o	  silenciamento	  
de	  um	  gene	  codificador	  de	  uma	  enzima	  RNA	  MTase	  pode	  ter	  sobre	  a	  actividade	  das	  restantes.	  Estes	  
dois	  factos	  podem	  justificar	  os	  valores	  de	  actividade	  verificados.	  
Da	   interpretação	  destes	  ensaios	   resulta	  a	  necessidade	  de,	  em	   trabalhos	   futuros,	   ser	   seguido	  
um	   procedimento	   que	   conduza	   à	   produção	   da	   proteína	   recombinante,	   para	   que	   assim	   possa	   ser	  
avaliada	   a	   actividade	   específica	   da	   enzima	   e	   não	   do	   extracto	   proteico	   que	   possas	   definir,	  
definitivamente,	  o	  papel	  ad	  NEP-­‐TC	  enquanto	  RNA	  MTase	  na	  indução	  da	  embriogénese	  somática.	  
6.3 Imunolocalização	  histológica	  da	  NEP-­‐TC	  
 
Tanto	  quanto	  se	  pode	  concluir	  da	  análise	  da	  literatura,	  não	  existe	  qualquer	  referência	  alusiva	  a	  
trabalhos	   que	   tenham	   realizado	   a	   imunolocalização	   de	   uma	   proteína	   em	   tamarilho.	   No	   estudo	   da	  
NEP-­‐TC	  como	  uma	  possível	  MTase	  de	  RNA	  com	  interferência	  no	  processo	  de	  embriogénese	  somática	  
esta	  localização	  afigura-­‐se	  como	  importante	  na	  confirmação	  desse	  papel.	  
Como	   foi	   já	   referido,	   as	   enzimas	  da	   família	  das	   SpoU	  metilam	  RNA,	  especificamente	   tRNA	  e	  
rRNA[40,41,44,55].Em	  trabalhos	  anteriores,	  com	  base	  na	  sua	  sequência,	  a	  NEP-­‐TC	  foi	  caracterizada	  como	  
possivelmente	  citoplasmática[36].	  
Estes	  dois	  dados	  permitiram	  desenhar	  uma	  linha	  de	  investigação	  que	  procurava	  identificar	  em	  
CNE	  a	  presença	  da	  NEP-­‐TC,	  putativamente	  em	  regiões	  citoplasmáticas	  contíguas	  ao	  núcleo,	  sendo	  que	  
em	  CE	  essa	  presença	  não	  deveria	  ser	  identificada.	  Para	  isso	  utilizou-­‐se	  o	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP,	  
sintetizado	  de	  acordo	  com	  o	  ponto	  2.4.	  
Observou-­‐se	  que	  em	  CNE	  a	  marcação	  com	  o	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC	  foi	  observada	  na	  
região	  citoplasmática	  em	  torno	  do	  núcleo,	  o	  que	  se	  enquadra	  na	  hipótese	  de	  a	  expressão	  da	  NEP-­‐TC	  
se	  encontrar	  nessa	  região	  neste	  tipo	  de	  tecidos.	  Em	  CE	  não	  se	  observou	  o	  mesmo	  tipo	  de	  marcação,	  o	  
que	  confirma	  observações	  anteriormente	  feitas[36].	  Assinala-­‐se	  o	  facto	  de,	  em	  preparações	  de	  CNE	  e	  
CE	   sem	   incubação	   do	   soro	   com	   anticorpo	   a	   anti-­‐NEP	   ,	   não	   ter	   sido	   observada	   marcação,	   o	   que	  
confirma	  a	  sua	  especificidade.	  
Apesar	  destes	  dados,	  verificou-­‐se	  uma	  dificuldade	  na	  observação	  da	  marcação,	  resultante	  do	  
aparecimento	  em	  background	  de	  uma	  marcação	  indistinta,	  em	  particular	  em	  preparações	  incubadas	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com	  concentrações	  mais	  elevadas	  do	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC.	  Interpretou-­‐se	  este	  facto	  como	  
uma	   possível	   reacção	   do	   revestimento	   de	   poli-­‐L-­‐lisina	   0,1%	   das	   lâminas	   utilizadas	   com	   algum	  
componente	  do	  soro	  com	  anticorpo	  anti-­‐NEP-­‐TC	  
Em	  trabalhos	  futuros	  estes	  dados	  devem	  ser	  confirmados	  com	  o	  anticorpo	  anti-­‐NEP	  purificado,	  
procurando	   também	   identificar-­‐se	   um	   revestimento	   das	   lâminas	   utilizadas	   para	   a	   montagem	   dos	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Neste	  trabalho,	  procurou	  associar-­‐se,	  pela	  primeira	  vez,	  a	  actividade	  de	  uma	  RNA	  MTase	  à	  
regulação	   de	   um	   mecanismo	   de	   desenvolvimento	   embrionário	   relacionado	   com	   a	   clonagem	   de	  
plantas	  –	  a	  embriogénese	  somática.	  
Deste	   trabalho	   resulta	   um	   reforço	   de	   observações	   feitas	   em	   trabalhos	   anteriores,	   em	  que	  
esta	   enzima	   NEP-­‐TC	   era	   putativamente	   enquadrada	   num	   grupo	   de	   característico	   de	   RNA	  MTase	   -­‐	  
SpoU.	  
Em	  trabalhos	   futuros	   recomenda-­‐se	  a	  produção	  de	  uma	  proteína	  recombinante	  a	  partir	  da	  
sequência	  da	  NEP-­‐TC	  já	  identificada,	  de	  forma	  a	  poder-­‐se,	  indubitavelmente,	  associar	  funcionalmente	  
esta	   enzima	   às	   metilações	   sofridas	   pelos	   RNA,	   durante	   o	   processo	   de	   indução	   da	   embriogénese	  
somática.	  
Parece	  também	  perspectivar-­‐se	  como	  interessante	  um	  estudo	  em	  microscopia	  electrónica	  da	  
ultrastrutura	   dos	   CNE	   	   e	   CE,	   de	   forma	   a	   perceber	   especificamente	   os	   seus	   locais	   de	   actuação	   no	  
citosol,	  e	  assim	  contribuir	  para	  a	  definição	  da	  actividade	  desta	  enzima,	  o	  que	  permitiria	  confirmar	  as	  
observações	  feitas	  neste	  trabalho	  por	  imunolocalização.	  
A	   importância	   dos	   processos	   de	   embriogénese	   somática	   decorre	   da	   sua	   associação	   à	  
clonagem	  de	  plantas,	  que	  através	  da	  micropropagação	  abre	  caminho	  para	  a	  exploração	  económica	  de	  
espécies	   vegetais	   até	   hoje	   subaproveitadas,	   como	   acontece	   no	   tamarilho.	   A	   identificação	   de	   um	  
marcador	   para	   a	   embriogénese	   somática,	   como	   se	   procura	   fazer	   com	   a	   NEP-­‐TC,	   será	   fundamental	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